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Industries  de  la  Protection  des  Plantes  (http://www.uipp.org/Chiffres‐cles/Reperes‐monde‐et‐
Europe).  (A) Répartition du marché mondial  (en millions de dollars) des produits pharmaceutiques 
selon  la  consommation des  continents.  L’Europe est  le premier  consommateur.  (B) Répartition du 
marché  mondial  (en  millions  de  dollars)  des  produits  pharmaceutiques  selon  leur  fonction.  Les 
herbicides  sont  les  produits  les  plus  vendus,  suivis  par  les  fongicides  et  les  insecticides,  qui 
représentent à eux deux plus de 50% du marché.  (C) Consommation par  les grands pays agricoles 
européens  des  différents  types  de  produits  phytopharmaceutiques.  La  France  est  le  premier 
















La production végétale mondiale  connaît  chaque année des pertes de  récolte  très  importantes 
dues aux agents pathogènes. Toutefois, celles‐ci sont contrôlées par l’utilisation massive de produits 
phytopharmaceutiques  (FigI‐1).  Le marché mondial  des  seuls  fongicides  est  estimé  à  plus  de  10 
milliards  de  dollars  en  2008  par  l’UIPP  (Union  des  Industries  de  la  Protection  des  Plantes, 
http://www.uipp.org/Chiffres‐cles/Reperes‐monde‐et‐Europe).  D’après  une  étude  de  la  FAO 
(Organisation  des  Nations  unies  pour  l'alimentation  et  l'agriculture),  de  nombreuses  espèces 
végétales auraient une production très réduite en  l’absence de traitements phytopharmaceutiques. 
Par  exemple,  la  FAO  estime  que  la  production  de  coton  n’atteindrait  que  38%  du  rendement 





La  prise  en  compte  des  problèmes  environnementaux  entraîne  une  mutation  profonde  des 
stratégies  de  protection  des  végétaux.  L’utilisation  des  produits  phytopharmaceutiques  se  fait  de 
manière  plus  rigoureuse  et  les  procédures  d’homologation  pour  la  mise  sur  le  marché  de  tels 
produits demandent un examen très poussé de leurs impacts sur la flore et la faune ainsi que sur la  
santé humaine.  Le  coût de  ces études  représente 90% des dépenses d’homologation,  contre 10% 
pour l’analyse de l’efficacité agronomique. La mise en place de nouvelles réglementations a conduit 
au retrait de 750 substances actives sur les mille molécules mises sur le marché avant 1993 et qui ont 






La  société  Biotechmarine  (Groupe  Roullier,  Pontrieux)  et  l’équipe  Interactions  Plantes‐
Microorganismes (UMR 5546 CNRS‐Université Paul Sabatier) collaborent depuis une dizaine d’années 
pour  identifier  de  nouvelles molécules  issues  d’algues marines  capables  de  stimuler  les  réponses 


























concernant  l’immunité végétale, notamment grâce à  la convergence des  recherches  réalisées dans 
les domaines animal et végétal. La meilleure compréhension des interactions entre les plantes et les 
agents pathogènes offre de nouvelles perspectives pour contrôler  les maladies et  limiter  les pertes 
qu’elles induisent. La revue bibliographique ci‐après, décrit dans une première partie, les différentes 
étapes  impliquées  dans  la mise  en  place  des mécanismes  de  l’immunité  végétale,  puis  dans  une 





















































  CBEL  oomycète  Part of the cell wall  HR in Arabidopsis and 
tobacco 

















  Rhamnolipids  Bacteria  biosurfactant molecules  Defense gene expression 
and HR in grapevine 























De  façon  générale,  les  plantes  sont  capables  de  résister  efficacement  à  la  plupart  des  agents 
pathogènes. Cette résistance générale peut avoir différentes origines dont la mise en place rapide de 
réactions  de  défense  résultant  de  la  perception  de  molécules  présentes  chez  les  organismes 







reconnus  par  des  récepteurs  exprimés  par  les  cellules  de  l'hôte.  Les MAMPs,  contrairement  au 
PAMPs,  sont  aussi  présents  chez  des  espèces  non  pathogènes.  Les  exemples  les mieux  connus 
correspondent au peptide flg22, un peptide de 22 acides aminés contenu dans  la protéine majeure 
du  flagelle des bactéries  (Kunze et al. 2004), et elf18  formé par  les 18 premiers acides aminés du 














est  formée d’une partie  extracellulaire de  type  LRR ou  LysM,  impliquée dans  l’interaction  avec  le 
signal perçu,  et  d’une partie  intracellulaire de  type  kinase  qui  assure  la  transduction du  signal  et 
l’activation des réponses de défense. Les peptides flg22 et elf18, issus de la flagelline et d’EF‐Tu sont 
perçus  respectivement  par  les  récepteurs  FLS2  et  EFR,  de  type  LRR‐RLK  (Leucine‐Rich  Repeat‐
Receptor‐Like kinase). La xylanase est reconnue par le complexe LeEIX1/2 chez la tomate. La chitine 
est capable de  se  lier au domaine extracellulaire de  type LysM de CeBiP, alors que  l’heptaglugane 
interagit  avec  une  protéine  GBP  (Glucan‐Binding  Protein)  du  soja.  Outre  ces  PAMPs  issus  de 
bactéries, oomycètes et champignons pathogènes,  les plantes perçoivent par  le même système des 
signaux  de  danger,  nommé  DAMP.    Le  récepteur  LRR‐RLK,  PEPR1,  reconnait  ainsi  un  peptide 







Le  domaine  kinase  de  ces  récepteurs,  alors  nommés  RLK  (Receptor  Like  Kinase),  permet  la 
transduction  du  signal  au  sein  de  la  cellule  (FigI1‐1).  Il  est  absent  chez  les  récepteurs  dits  RLP 
(Receptor  Like  Protein)  comme  les  protéines  LeEIX1  et  LeEIX2  qui  assurent  la  perception  de  la 
xylanase par  leur domaine LRR, et  la protéine CEBIP du  riz capable de  lier  la chitine au niveau des 
domaines LysM (Bhuiyan, et al. 2009, Kaku, et al. 2006, Miya, et al. 2007, Ron and Avni 2004). Dans 
ce cas,  la  transduction du signal ne peut s’effectuer directement et pourrait  faire  intervenir un co‐
récepteur. Cette notion,  issue de  l’étude du  système  immunitaire animal, a aussi pu être mise en 
évidence  chez  les  végétaux.  Par  exemple,  la  protéine  BAK1    intervient  dans  la  transduction  de 
nombreux  signaux  dont  la  perception  des  brassinostéroïdes  et  de  certains  PAMPs  comme  flg22 
(Albrecht et al. 2008, Heese et al. 2007). En fait, BAK1 ne lie pas directement flg22, mais le complexe 





L’attaque des microorganismes, en particulier  l’effet de  leurs enzymes, provoque  l’hydrolyse des 




oligogalacturonates  (OGAs)  issus  de  la  dégradation  de  la  pectine,  un  polysaccharide majeur  des 
parois végétales. Ces oligosaccharides élicitent de nombreuses réponses de défense chez différentes 
plantes (Aziz et al. 2004, Boudart et al. 2003, Boudart et al. 1998, Ridley et al. 2001). Il a été montré 






aux protéines  riches  en  glycines  (GPRs) par  leur domaine  extracellulaire  ainsi qu’à  la  signalisation 
calcique par  leur partie  intracellulaire,  les protéines WAKs assureraient  la  communication entre  la 
paroi  et  le  milieu  intracellulaire  (Kohorn  2001).  Un  autre  mécanisme  de  perception  pourrait 






est  celui de  l’interaction entre Phytophtora  infestans et  la pomme de  terre. Cet  agent pathogène 
secrète deux  types d’effecteurs. Les effecteurs apoplastiques,  tels que  les  inhibiteurs de protéases 
extracellulaires (EPI, cercles bleu), sont  libérés dans  l’espace extracellulaire, alors que  les effecteurs 





FigI1‐3‐  Les  cibles  des  effecteurs  bactériens  ,  d’après  Espinosa  et  Alfano,  2004.  Les  bactéries 
injectent de nombreux effecteurs via le système de sécrétion de type III (Hops). Certains d’entre‐eux 
sont reconnus et induisent la mise en place des réponses de défense tels que les PAMPs. Les autres 
agissent  comme  des  suppresseurs  de  l’immunité  végétale.  (1)  AvrRpt2  supprime  les  défenses 
induites,  (2)  HopPtoD2  interfère  avec  les  voies  de  signalization  MAPK,  (3)  AvrBs3  modifie  la 











La  résistance  basale,  initiée  par  la  perception  de  molécules  largement  répandues  chez  les 
microorganismes pathogènes, permet aux plantes de résister à  la plupart des attaques parasitaires. 
Or, dans certains cas, l’agent pathogène est capable de contourner les défenses végétales et parvient 
à  accomplir  son  cycle  en  provoquant  la maladie.  Cette  situation  est  dite  compatible. Un  résultat 
majeur de ces dernières années a été d’identifier une catégorie de molécules microbiennes capables 
de moduler la mise en place de l’immunité basale. Ces molécules, généralement des protéines, sont 
désignées sous  le terme d’effecteur et sont à  l’origine de  l’ETS (Effector Triggered Susceptibility). Ils 
sont classés en deux groupes :  les effecteurs apoplastiques secrétés dans  l’espace  intercellulaire et 
les effecteurs cytoplasmiques acheminés par le parasite à l’intérieur de la cellule hôte (FigI1‐2). 
Les  inhibiteurs enzymatiques  secrétés par  les agents pathogènes,  comme  les protéines GIP1 et 
GIP2 de Phytophthora sojae capables d’inactiver l’endoβ‐1,3‐glucanase du soja (Kamoun 2006, Rose 
et al. 2002), constituent une classe d’effecteurs apoplastiques. D’autres sont des molécules toxiques 









interagissant  avec  le  co‐récepteur  BAK1  (Shan  et  al.  2008).  Récemment,  de  nombreux  effecteurs 
protéiques de champignons biotrophes et d’oomycètes transférés depuis  l’haustoria dans  la cellule 














les  PRRs  (Pattern  Recognizing  Receptors)  et  aboutit  à  la  résistance  dite  PTI  (PAMP‐Triggered 
Immunity).  Dans  la  2ème  étape,  le  parasite  produit  des  effecteurs  afin  de  supprimer  la  PTI  et  la 
sensibilité  de  la  plante  est  alors  qualifiée  d’ETI  (Effector‐Triggered  Susceptibility).  Lors  de  la  3ème 
phase, un effecteur est  reconnu par un  récepteur, produit d’un  gène de  résistance, et  induit une 
résistance nommée ETI (Effector‐Triggered Immunity). Enfin, le parasite peut produire à nouveau des 
effecteurs  pour  supprimer  l’ETI.  Pour  reconnaitre  ces  derniers,  de  nouveaux  gènes  de  résistance 
seront  alors  sélectionnés  afin  d’atteindre  à  nouveau  l’ETI.  En  2009,  Boller  et  Felix  ont  proposé 






La description du concept dit gène‐pour‐gène par Flor est à  l’origine de  la notion de  résistance 
spécifique  (Flor  1955,  Flor  1971).  D’après  celui‐ci,  seules  les  races  d’une  espèce  pathogène  qui 
possèdent un gène Avr dans  leur génome peuvent être reconnues par  les variétés de  l’espèce de  la 
plante hôte qui possèdent le gène R correspondant dans leur génome. Les produits d’avirulence, Avr, 
constituent une classe particulière d’effecteurs. En effet,  si  la  fonction générale des effecteurs est 
d’outrepasser  l’immunité basale de  la plante,  les  facteurs Avr ne  l’assurent plus  totalement car  ils 
permettent à certaines plantes de reconnaitre l’agent pathogène. 
Depuis  le développement de ce concept gène‐pour‐gène, de nombreux gènes Avr ont été  isolés 




eux est de  type NB‐LRR, où  le domaine  LRR  impliqué dans  les  interactions protéine‐protéine peut 
reconnaitre directement  les facteurs d’avirulence (Deslandes et al. 2003, Dodds et al. 2006, Jia and 
Martin 2008) ou  indirectement  comme  le  suggère  le modèle de garde  (Dangl and  Jones 2001).  La 





Les  mécanismes  décrits  dans  les  paragraphes  précédents  indiquent  que  le  résultat  d'une 
interaction entre une plante et un microorganisme pathogène va dépendre de processus complexes 
de  reconnaissance  et  de  manipulation  faisant  intervenir  de  nombreux  acteurs  moléculaires.  Un 
modèle dit en « zig‐zag » a été récemment proposé afin de résumer  les différentes étapes connues 
dans la co‐évolution entre les agents pathogènes et leurs hôtes (FigI1‐4) (Hein et al. 2009, Jones and 
Dangl 2006). Tout d’abord,  les PRRs reconnaissent  les PAMPs et  induisent  l’établissement de  la PTI. 
La deuxième étape de cette co‐évolution correspond à la suppression de la PTI par l’agent pathogène 
en déployant un effecteur qui  interfère avec celle‐ci ; on parle alors d’ETS. Enfin, cet effecteur peut 

















dernier,  deux  formes  d’immunités,  les  immunités  innées  basale  et  spécifique,  induites 
respectivement par la perception des PAMPs et des effecteurs. Boller et Felix ont proposé d’élargir le 
concept de  l’immunité  innée basale végétale, qui serait  induite non seulement pas  les PAMPs, mais 
aussi par les MAMPs et les DAMPs (Boller and Felix 2009), comme cela a été décrit chez les animaux 

















variations calciques chez des cellules de tabac sont observées dans  le cytosol  ([Ca2+]cyt) et  le noyau 
([Ca2+]nuc) en  réponse à des éliciteurs protéiques et glucidiques,  respectivement  représentés par  la 
cryptogéine  (Cry)  et  les oligogalacturonates  (OGs).  La  réponse  à  la  cryptogéine  est biphasique.  La 
première phase, soit 5‐10 min après  l’application, consiste en une augmentation  transitoire de  (A) 
[Ca2+]cyt  et  (B)  [Ca2+]nuc.  La  seconde  phase,  soit  15‐30  min  après  l’application,  consiste  en  une 
augmentation  durable  de  [Ca2+]cyt  et  [Ca2+]nuc.  Bien  que  la  réponse  aux  OGs  est  différente : 
l’augmentation de  [Ca2+]cyt est plus rapide, elle apparait seulement 1min après  leur application ; de 









Immédiatement  après  la  perception  de  l’agent  pathogène,  des  cascades  de  signalisation  se 
mettent  en  place  chez  la  plante  afin  d’induire  des  réponses  de  défense  (Nurnberger  and  Scheel 
2001). Cette  transduction du signal  implique des  flux  ioniques,  la production d’espèces activées de 






de K+, Na+ et Cl‐) et  l’alcalinisation du milieu extracellulaire qui en découle constituent  la réponse  la 
plus  précoce  à  la  reconnaissance  spécifique  d’un  agent  pathogène.  L’efflux  de  K+  via  des  canaux 
potassiques  est  nécessaire  à  l’activation  des  défenses  (Amano  et  al.  1997,  Blatt  et  al.  1999). 
Cependant, il semblerait que parmi tous ces ions, le calcium joue un rôle majeur. Des variations de la 
concentration en  calcium  intracellulaire,  cytosolique et nucléaire,  sont observées en  réponse à de 
nombreux  stimuli,  dont  la  reconnaissance  d’agents  pathogènes,  de  PAMPs  ou  d’effecteurs 
(Lecourieux et al. 2006, Mazars et al. 2009). Leur  intensité et  leur durée sont spécifiques à chaque 
type de stimuli, définissant une signature calcique. Un effecteur protéique, comme  la cryptogéine, 
induit  une  réponse  biphasique  constituée  d’une  augmentation  transitoire  de  la  concentration 
calcique  cytosolique et nucléaire  suivie un plateau plus durable  (FigI1‐5), alors que des effecteurs 
glucidiques,  comme  les  OGAs  ou  les  chitopentoses,  induisent  une  augmentation  transitoire  plus 
rapide des concentrations calciques dans ces deux compartiments qui ne sont pas suivies de plateau. 
Le calcium ainsi mobilisé provient de l’apoplaste ou des organites intracellulaires comme la vacuole. 







des plantes par  les oxydases membranaires et  les chaînes de transport d’électrons, situées dans  les 













production  d’une  espèce  activée  de  l’oxygène,  H2O2.  Les  éliciteurs  utilisés  sont  (A)  des  β‐(1,3)‐
glucanes  linéaires  (βGlu  0.5mg.ml‐1),  des  oligogalacturonates  (OGA  0.5mg.ml‐1)  et  (B)  des 
cellodextrines  (CD, 0.5mg.ml‐1). L’intensité de  la production d’H2O2 dépend non seulement du  type 






intervenir  essentiellement  trois  formes  de  ROS  :  le  peroxyde  d’hydrogène  (H2O2),  son  précurseur 
l’anion  superoxide  (O2.‐)  et  le  radical  hydroxyle  (HO.)  (FigI1‐6)  (Scandalios  2005).  Leur  production 
dépend  essentiellement  de  l’activité  des  NADPH  oxydases  membranaires,  et  de  celle  des 
peroxydases  pariétales  (Bolwell  et  al.  2002).  En  effet,  les mutants  d’A.  thaliana  affectés  dans  les 
isoformes  AtrbohD  et  AtrbohF  de  NADPH  oxydases  et  dans  les  isoformes  AtPca  et  AtPcb  de 
peroxydases sont  incapables de produire un stress oxydant similaire aux plantes sauvages au cours 
d’interactions  avec  des  parasites  fongiques  et  bactériens  (Bindschedler  et  al.  2006,  Torres  et  al. 
2002).  Lors  des  interactions  hôte  et  non‐hôte,  une  production  faible  et  transitoire  de  ROS  est 
mesurée. Dans  le  cas  de  résistance  hôte,  elle  est  suivie  d’une  seconde  phase  de  production  plus 
intense et plus  longue (Lamb and Dixon 1997, Torres et al. 2006). De nombreux éliciteurs  induisent 
aussi  une  production  rapide  et  intense  d’H2O2,  comme  observé  lors  de  l’application  d’OGA  et  de 
cellodextrines  (CD)  sur  des  cultures  cellulaires  de  vigne  (FigI1‐7)  (Aziz,  et  al.  2007).  Cependant, 




nitrate  réductase et  la NO  synthase  (Delledonne 2005, Guo et al. 2003, Wendehenne et al. 2004, 
Yamasaki  and  Sakihama  2000,  Zeidler  et  al.  2004).  La  production  de  ROS  et  de  NO  affecte 
l’expression de nombreux gènes, dont des gènes de défense (Desikan et al. 2001, Parani et al. 2004). 









La  phosphorylation  des  protéines  est  une  modification  importante  qui  module  leur  activité 
(Stulemeijer and Joosten 2008).  Indispensable à  la transduction du signal  induit par  les  interactions 
biotiques, elle consiste en un attachement covalent et réversible d’un groupement phosphate à un 
acide  aminé.  Cette  réaction  est  catalysée  par  des  kinases  comme  les  CDPKs  (Calcium‐Dependent 












FigI1‐8‐  Voies  de  signalisation  induites  précocement  en  réponse  à  un  éliciteur,  d’après  Garcia‐








et  al.  1999).  Les  cascades MAPK,  formée  des  3  kinases MAPKKK/MAPKK/MAPK,  constituent  un 
système de transduction des signaux très conservé chez les eucaryotes en réponse à différents stress 
environnementaux  (Asai  et  al.  2002).  Une  cascade MAPK  essentielle  à  la  résistance  a  été  bien 
caractérisée chez A.  thaliana grâce à  l’étude de différents pathosysthèmes. Elle  implique  les gènes 
AtMEK1/AtMKK4‐AtMKK5/AtMPK3‐AtMPK6  (Pedley  and  Martin  2005).  Ces  protéines  sont 
désactivées par déphosphorylation grâce à l’action de phosphatase. Parmi celles‐ci, plusieurs études 
montrent que les PP2Cs jouent un rôle clé dans la transduction des signaux aboutissant à l’induction 














oxydant  chez  A.  thaliana  qui  ne  semble  nécessaire  ni  à  l’induction  de  l’expression  de  nombreux 
gènes connus pour répondre à cette molécule ni à la mise en place d’une protection efficace contre 
Botrytis  cinerea,  celui‐ci  peut  avoir  d’autres  effets  (Galletti  et  al.  2008).  L’ensemble  de  ces 











FigI1‐9‐  Les  réponses  de  défenses  systémiques,  d’après  Pietersen  et  al,  2009.  La  résistance 
systémique acquise (SAR) se met en place dans les tissus sains d’une plante après une infection locale 
grâce  à  un  signal  mobile  véhiculé  dans  les  tissus  distants.  L’acide  salicylique  (SA)  permet  de 
déclencher la SAR et d’activer l’expression des protéines PR. La résistance systémique induite (ISR) se 
met en place après colonisation des racines par un microorganisme non pathogène. Cette réponse, 
















production de messagers  comme  les hormones.  L’acide  salicylique  (SA),  l’acide  jasmonique  (JA) et 
l’éthylène  (ET)  sont  les  trois  phytohormones  initialement  associées  aux  réponses  de  défense. 





Lors  des  interactions  plantes‐parasites,  une  accumulation  de  SA  est  généralement  observée 
autour  du  site  d’infection mais  aussi  dans  les  tissus  plus  éloignés.  L’utilisation  de mutants  et  de 
plantes transgéniques a montré  l’importance de cette production de SA et de  l’activation de  la voie 
de signalisation associée à cette hormone, dans  la mise en place de  la réponse systémique acquise 
(SAR)  (Grant and Lamb 2006). Certains microorganismes non pathogènes, comme  les champignons 
mycorhiziens  et  les  rhizobactéries,  induisent  aussi  une  résistance  systémique  dite  induite  (ISR). 
Cependant cette réponse n’est pas dépendante du SA mais des deux autres hormones que sont le JA 
et  l’ET  (FigI1‐9). N’induisant pas  les mêmes voies de signalisation,  la SAR et  l’ISR ne protègent pas 
contre  le même  type  d’agents  pathogènes  (Pieterse  et  al.  2009).  L’étude  du  comportement  des 
mutants affectés dans ces voies de signalisation vis‐à‐vis de différents types de parasites a permis de 
montrer que les réponses de défense dépendantes du SA sont efficaces contre les agents pathogènes 
biotrophes et hémibiotrophes  (Delaney  et al. 1994, Kinkema  et al. 2000, Wildermuth  et al. 2001) 
alors que celles dépendantes du JA et de l’ET sont actives contre les agents pathogènes nécrotrophes 
et contre les insectes (Anderson et al. 2004, Devoto et al. 2005, Kang et al. 2006, Norman‐Setterblad 
et  al.  2000,  Staswick  et  al.  1998).  Toutefois,  certains  éliciteurs  comme  les  OGA  et  les 
chitooligasaccharides  induisent des  réponses de défense  indépendantes des  voies de  signalisation 



















pathogènes  comme  Pseudomonas  syringae,  produisent  des  effecteurs  (coronatine,  HopI1  and 







Durant  son  cycle  de  développement,  une  plante  est  soumise  à  de  multiples  agressions 
simultanées et/ou successives auxquelles elle peut faire face grâce à une régulation rapide et précise 




l’oomycète  Hyaloperonospora  arabidopsidis  ou  la  bactérie  Pseudomonas  syringae  supprime 






aussi  l’élément  indispensable  contrôlant  la  répression  de  la  voie  dépendante  du  JA.  D’après  les 
résultats  de  nouvelles  études,  les  effets  antagonistes  entre  les  voies  SA  et  JA  ne  peuvent  être 









Lors  des  interactions  plantes‐microorganismes,  les  voies  hormonales  connues  pour  réguler  la 
croissance et le développement sont aussi affectées et participent au réseau formé par le SA , le JA et 
l’ET. Un  rôle dans  la  régulation des  réponses de défense a été découvert pour  l’acide abscissique 
(ABA),  hormone  de  croissance  initialement  associée  aux  réponses  à  des  stress  abiotiques.  Cette 
hormone  agit  comme un  régulateur négatif  (Mauch‐Mani  and Mauch 2005). Ainsi  les mutants de 






















l’ABA  interférerait avec  les  voies dépendantes du  SA et du  JA  (Adie et al. 2007, Audenaert, et al. 
2002). 
Plus récemment, il a été montré que les facteurs de transcription DELLA, régulateurs négatifs de la 
voie  de  l’acide  gibbérellique  (GA),  participaient  à  la  mise  en  place  des  réponses  de  défense 




Une  autre  classe  de molécules  peut  être  ajoutée  en  tant  qu’hormone  à  celles  précédemment 
décrites,  issues du métabolisme secondaire. Tout d’abord  identifiés chez  les solanacées, des petits 
glycopeptides riches en hydroxyproline, nommés systemin, provenant de la maturation de protéines 
induites par la voie du JA (Narvaez‐Vasquez et al. 2005, Narvaez‐Vasquez and Ryan 2004), participent 




















vert, a permis de décrypter  le  contrôle de  la mise en place de  la HR. Au niveau  local, deux  voies 
indépendantes sont induites en fonction du type de récepteur impliqué dans la perception de l’agent 
pathogène.  Elles  impliquent  des  facteurs  clés  de  la mise  en  place  des  réponses  précoces  comme 
NDR1, EDS1 et PAD4, mais aussi des évènements plus tardifs comme ceux liés à l’activation des voies 







En  réponse  aux  parasites,  les  plantes  développent  divers  mécanismes  de  défense.  Selon  la 
spécificité  de  l’interaction,  on  assiste  à  une  mort  programmée  des  toutes  premières  cellules 






Elle  fût  décrite  pour  la  première  fois  il  y  a  presque  cent  ans  lors  de  l’étude  de  la  résistance  des 
céréales aux  formes spéciales de Puccinia graminis, agent responsable de  la rouille noire  (Stakman 
1915).  Elle  se  caractérise  par  la  mort  des  cellules  autour  du  point  d’infection  créant  un 
environnement  très  défavorable  au  développement  du  parasite.  La  HR  est  une  forme  de  mort 
cellulaire  programmée.  En  effet,  celle‐ci  est  supprimée  lorsqu’on  applique  des  inhibiteurs  du 
métabolisme  et de  la  synthèse protéique  (Aist  and Bushnell  1991,  Keen  et  al.  1981, Nozue  et  al. 
1977). De plus, l’isolement de mutants incapables de mettre en place une HR ou présentant des HR 
spontanées, en particulier chez A. thaliana, vis‐à‐vis de bactéries phytopathogènes, montre que cette 
réponse dépend d’un programme génétique  (Lorrain et al. 2003). Ainsi,  la HR semble proche de  la 
PCD  responsable  de  l’élimination  des  cellules  infectées  ou  anormales  chez  les  animaux,  appelée 
apoptose  (Bergmann  et  al.  1998).  Les  nombreuses  études  comparatives  réalisées  ont  permis 
d’identifier des mécanismes communs mais aussi des différences  significatives  faisant de  la HR un 
mécanisme de mort cellulaire programmée spécifique du monde végétal (Mur, et al. 2008). Durant 
les  dix  dernières  années,  notre  compréhension  des  événements  à  l’origine  de  la  HR  et  des 
mécanismes de signalisation associés a énormément progressé.  
La HR est généralement consécutive à  la reconnaissance spécifique de  l’agent pathogène par  la 
plante via les interactions Avr‐R précédemment décrites. En fonction du type de récepteur impliqué, 
son induction dépend d’un ensemble de gènes différents (FigI1‐12). Si la reconnaissance implique un 
récepteur de  type  TIR‐NBS‐LRR,  sa mise  en place  s’effectue  via  les  gènes  EDS1, PAD4  et  SAG101, 
codant  tous  trois des  lipases  (Falk et al. 1999, He and Gan 2002,  Jirage et al. 1999, Wiermer et al. 











FigI1‐13‐  Rôle  de  la  paroi  cellulaire  dans  la  mise  en  place  des  réponses  de  défense,  d’après 
Hückelhoven  et  al,  2007.  La  paroi  cellulaire  (CW)  joue  un  rôle  de  barrière  physique  à  l’invasion 
parasitaire. Au contact d’un agent pathogène, une réorganisation du cytosquelette est observée qui 
permet le transport de matériels nouvellement produits pour renforcer localement la paroi et former 
des  appositions  pariétales  (CWA)  riches  en  callose  et  molécules  antimicrobiennes  telles  des 
phytoalexines et des enzymes de dégradation des paroi  (CWDE). L’attaque parasitaire a aussi pour 




signalisation  dépendante  du  SA.  La mort  cellulaire  de  type  HR  est  aussi  observée  en  réponse  à 





chitine  à des  cultures  cellulaires d’A.  thaliana entraîne  la mort d’une partie de  celles‐ci  alors que 
l’application de chitosan  induit  l’apparition de micro‐lésions de  type HR sur des  feuilles de  tabac à 
l’origine de la résistance de cette plante au TNV (Iriti and Faoro 2008, Iriti and Faoro 2009, Iriti, et al. 
2006, Tsutsui et al. 2006). 
Les  recherches menées  sur  les  signaux  préférentiellement  observés  pendant  la HR  ont  permis 
d’identifier des évènements  tels que  l’alcalinisation du milieu extracellulaire,  l’augmentation de  la 







Lors  de  leur  contact  avec  les  cellules  végétales,  les  agents  pathogènes  sont  confrontés  à  la 
présence des barrières physiques au niveau de  la paroi cellulaire. Véritable barrière physique, elle 
participe activement à la mise en place des réponses de défense, d’une part grâce à la modification 
de  sa  composition  en  polymères  et  d’autre  part  en  tant  que  réservoirs  de  signaux  (FigI1‐
13)(Huckelhoven 2007).  
 
La paroi des  cellules  végétales  constitue une barrière physique  à  la pénétration des  agresseurs. 
Cette résistance implique des composés déjà présents au sein de la paroi mais aussi un renforcement 




1991,  Garcia‐Muniz  et  al.  1998,  Showalter  et  al.  1985).  Elle  s’accompagne  généralement  d’une 
accumulation de protéines riches en proline, PRP (Sheng et al. 1991). Une autre réponse également 














Simultanément  à  l’accumulation  des macromolécules  précédemment  décrites,  les  peroxydases 
pariétales  sont  induites.  Outre  leur  rôle  dans  la  synthèse  de  lignines  et  flavonols,  ces  enzymes 
participent aux pontages des lignines, HRGPs et PRPs avec les autres composés pariétaux (Bradley et 
al.  1992,  Deepak  et  al.  2007).  Ainsi,  la  paroi  possède  une  meilleure  résistance  à  la  pression 
mécanique qui s’exerce au niveau des appressoria lors de la pénétration de certains champignons, et 
aux dégradations des polymères pariétaux provoquées par  les enzymes sécrétées par  les parasites. 
Elle  est  aussi  moins  perméable ;  ainsi  elle  limite  efficacement  les  échanges  avec  les  agents 
pathogènes,  notamment  la  diffusion  des  toxines  produites  par  les  agents  pathogènes  et  des 
nutriments de la plante vers le parasite. 
Tout ce processus de renforcement localisé de la paroi végétale naît d’une réorganisation précoce 
du  cytosquelette  et  des  organites  cellulaires  (Takemoto  and Hardham  2004).  Chez A.  thaliana,  le 
mouvement  des  filaments  d’actine,  du  réticulum  endoplasmique  et  de  l’appareil  de Golgi  vers  le 
point d’infection par des oomycètes a été mis en évidence en utilisant des fusions GFP (Takemoto et 
al. 2003).  La  formation de  ces  agrégats  cytoplasmiques est  souvent  associée  à  la  résistance de  la 
plante. Par exemple,  l’accumulation d’actine est plus  importante  chez  les plantes de  lin  et d’orge 
résistantes aux champignons responsables de  la rouille que chez  les plantes sensibles (Kobayashi et 
al. 1994). Toutefois,  cette  corrélation entre  la quantité d’actine accumulée à proximité du  site de 
pénétration et le degré de résistance n’a pas été observée dans d’autres pathosystèmes (Skalamera 
and  Heath  1998,  Takemoto,  et  al.  2003).  Récemment,  il  a  été montré  que  cette  réorganisation 
cellulaire  pouvait  être  stimulée  par  une  simple  pression  mécanique  comme  celle  associée  à  la 















Famille  Membre type  Fonctions  Cible 
PR‐1  Tobacco PR‐1a  antifongique  ? 
PR‐2  Tobacco PR‐2  β‐1,3‐glucanase  Β‐1,3‐glucane 
PR‐3  Tobacco P, Q  chitinase type I,II, 
IV,V,VI,VII  chitine 
PR‐4  Tobacco 'R'  chitinase type I,II  chitine 
PR‐5  Tobacco S  thaumatin‐like  membrane 
PR‐6  Tomato Inhibitor I  Inhibiteur de protéase  n.d. 
PR‐7  Tomato P69  endoproteinase  n.d. 
PR‐8  Cucumber chitinase  chitinase type III  chitine 
PR‐9  Tobacco 'lignin‐
forming peroxidase'  peroxidase  n.d. 
PR‐10  Parsley 'PR1'  'ribonuclease‐like'  n.d. 
PR‐11  Tobacco 'class V' 
chitinase  chitinase, type I  chitine 
PR‐12  Radish Rs‐AFP3  defensine  membrane 
PR‐13  Arabidopsis THI2.1  thionine  membrane 
PR‐14  Barley LTP4  Protéine de transfert de 
lipide  membrane 
PR‐15  Barley OxOa  oxalate oxidase  n.d. 
PR‐16  Barley OxOLP  'oxalate oxidase‐like'  n.d. 









Les protéines PR  sont absentes ou présentes en  très  faible quantité dans  les  tissus des plantes 





De  très  nombreuses  protéines  PR  ont  été  identifiées  chez  les  dicotylédones  et  les 
monocotylédones.  Initialement  classées  selon  leur masse molaire,  leur  point  isoélectrique  et  leur 
fonction biologique  (Stintzi  et al. 1993),  les protéines PR  sont maintenant  classées  en 17  familles 
grâce à  leur séquence protéique,  leur relation sérologique et  leur fonction biologique (TableauI1‐2) 
(Sels et al. 2008, van Loon et al. 1998 , van Loon, et al. 2006). Le mode d’action de la majorité d’entre 
elles est connu. Les chitinases de nature acide ou basique  (PR‐3, PR‐4, PR‐8 et PR‐11) et  les β‐1,3‐
glucanases  (PR‐2)  possèdent  une  activité  enzymatique  capable  de  dégrader  les  parois  d’agents 
pathogènes fongiques et bactériens (Liu et al. 2009, Yi and Hwang 1997). Les défensines  (PR‐12) et 
les  thionines  (PR‐13)  agissent  aussi  sur  les  parois  des  agents  pathogènes  en  les  perméabilisant 
(Thevissen  et  al.  2003,  Thevissen  et  al.  1996).  Les  PR‐6  et  PR‐7  inhibent  l’activité  des  protéases 
sécrétées par de nombreux agents pathogènes dont les champignons et les insectes (Ryan 1990, Sels, 
et  al.  2008).  Quant  aux  peroxydases  (PR‐9)  et  aux  oxalate‐oxydases  (PR‐15  et  PR‐16),  elles  sont 




donc des voies de signalisation dépendantes de  l’ET et du JA. A  l’inverse,  l’expression des protéines 
PR‐1, PR‐2 et PR‐5 dépend de NPR1, régulateur positif de la voie de signalisation du SA (Thomma et 
















FigI1‐14‐ Voie de  synthèse des  flavonoïdes, d’après Farag et al, 2008.  Les  structures moléculaires 
présentées ici sont celles des principaux flavonoïdes de Medicago truncatula, dont une phytoalexine 








isoflavones et  les sesquiterpènes produites respectivement par  les Légumineuses et  les Solanacées. 
Le  rôle  essentiel  de  ces molécules  a  été montré  chez  A.  thaliana.  Le mutant  pad3  (phytoalexine 
deficient),  incapable de  synthétiser  la phytoalexine majeure appelée  camalexine, montre une plus 
grande  sensibilité  à  Alternaria  brassicicola  (Thomma,  et  al.  1999).  De  façon  concordante,  
l’expression constitutive d’un gène de synthèse du resvératrol chez le tabac et la luzerne a conduit à 
l’augmentation  de  la  résistance  contre  Botrytis  cinerea  et  Phoma  medicagenesis,  respectivement 
(Hain et al. 1993, Hipskind and Paiva 2000). Une même molécule, comme  la médicarpine chez M. 
truncatula  (FigI1‐14), peut être produite en  réponse à  l’attaque par divers agents pathogènes  tels 
Colletotrichum trifolii et Phoma medicagenis (Farag et al. 2008, Foster‐Hartnett et al. 2007, Kamphuis 
et  al.  2008,  O'Neill  et  al.  2003).  Cependant,  l’efficacité  des  phytoalexines  pour  contrôler  le 
développement parasitaire est controversée par certains  résultats. Par exemple,  l’accumulation de 
camalexine  est  plus  importante  chez  les  plantes  Col‐0  d’Arabidopsis  inoculées  par  une  souche 
virulente de H. parasitica que celles inoculées par une souche avirulente (Mert‐Turk et al. 2003). De 
même,  les  variabilités  génétiques  de  production  de  camalexine  chez  cette  plante  n’ont  pu  être 
reliées  aux  différences  de  résistance  vis‐à‐vis  de  deux  autres  agents  pathogènes,  Alternaria 
brassicicola  et  Peronospora  parasitica  (Kagan  and Hammerschmidt  2002, Mert‐Turk,  et  al.  2003). 













2nd  partie –  L’exploitation  de  l’immunité  pour  améliorer  la  résistance  des 
plantes aux parasites. 
 
Les  connaissances  de  l’immunité  végétale  acquises  ces  dernières  décennies  ont  permis  de 
développer  des  méthodes  phytosanitaires  alternatives  à  l’utilisation  des  produits 
phytopharmaceutiques. Ainsi, la stratégie consistant à sélectionner des variétés plus résistantes aux 
maladies  a  tiré parti de  la mise en évidence des  gènes  clés des  réponses de défense  tels que  les 
gènes  de  résistance  R,  et  les  gènes  codants  des  protéines  PR  et  des  enzymes  de  synthèse  des 
phytoalexines. Une autre stratégie, développée dans la partie suivante de l’exposé, vise à mimer une 








par  ce  virus  en  les  pré‐inoculant  avec  ces  souches  (Muller  and  Costa  1972). Ainsi,  l’utilisation  de 
microorganismes pour protéger  les plantes  s’est effectuée bien avant  l’approfondissement de nos 





Par  la  suite,  les  microorganismes  qui  ont  retenu  l’attention  des  scientifiques  ont  été  les 
rhizobactéries capables de promouvoir la croissance des plantes, aussi nommées PGPR (Plant Growth 


















FigI2‐1‐  Induction  des  défenses  par  les  PGPR  (Plant  Growth  Promoting  Rhizobacteria),  d’après 
Jourdan et al 2008. (A) Les plantes reconnaissent les PGPR au niveau de la rhizosphère. Les réponses 






plymuthica)  et  Pseudomonas  (P.  fluorescens,  P.  putida,  P.  aeruginosa)  (Bakker  et  al.  2007).  Les 
réponses de défense  induites par  ces bactéries diminuent  significativement  l'impact des maladies 
causées  par  divers  parasites :  virus,  bactéries,  nématodes,  oomycètes,  champignons  racinaires  et 








des  antibiotiques  et  des  enzymes  hydrolytiques  (pectinases,  glucanases)  susceptibles  d’inhiber  le 
développement d’autres organismes. Outre ces effets directs, les PGPRs entrent aussi en compétition 
trophique  avec  les  autres  organismes  de  la  rhizosphère,  en  particulier  pour  le  fer  qu’elles  sont 
capables  de  piéger  grâce  la  production  de  sidérophores.  Cependant,  ces  mécanismes  ne 
permettaient pas d’expliquer  la protection  induite contre des agents pathogènes  foliaires. Dans ce 
cas, la présence des bactéries du sol est perçue par les plantes et induit la mise en place de réponses 
de défense dans  l’ensemble des tissus végétaux ; c’est  la résistance systémique  induite (ISR) décrite 
par  van  Loon  (FigI2‐1)  (van  Loon,  et al. 1998).  La mise en place de  l’ISR n’est pas  associée  à une 
activation  significative  des  réponses  de  défense  comme  cela  a  pu  être montré  pour  une  autre 
réponse systémique, la SAR, caractérisée par une accumulation de protéines PR et de phytoalexines. 
En effet,  l’élicitation d'Arabidopsis par P.  fluorescens WCS417 modifie  l’expression de  très peu de 
gènes  tant  au  niveau  racinaire  que  foliaire  (Verhagen  et  al.  2004).  Par  contre,  l’accumulation  de 


































TableauI2‐2‐  Protections  induites  par  quelques  espèces  de  Trichoderma  contre  divers  agents 
pathogènes, d’après Harman et al, 2004. 
souche  plante  agent pathogène  Délai (a)  efficacité
T. virens G‐6, G6‐5 










T. harzianum T‐22  tomate  Alternaria solani  90  80% 
maïs  Colletotrichum graminicola  14  44% 
T. harzianum T‐1  
T. virens T3  concombre  Virus de la mosaîque  7  0% 
T. harzianum NF‐9  riz  Magnaporthe grisea  14  34‐50% 
Xanthomonas campestris pv. oryzae 
T. harzianum NF‐9  poivron  Phytophthora capsici  9  40% 
T. asperellum T‐







Beaucoup  d'études  réalisées  durant  la  dernière  décennie  ont  permis  d'isoler  une  quantité 
toujours  croissante  de  rhizobactéries  capables  de  stimuler  l'ISR  chez  divers  hôtes.  Cependant,  les 
principes  actifs  responsables  de  l'activité  biologique  de  ces  souches  n'ont  été  que  rarement 
identifiés.  Aujourd'hui,  les  quelques  éliciteurs  connus  sont  classés  selon  trois  catégories :  les 
composants de la surface cellulaire, les métabolites régulés par le fer et les antibiotiques (TableauI2‐
1)  (Ongena  and Thonart 2006). Alors que  certains de  ces  composants,  tels que  la  flagelline et  les 
lipopolysaccharides,  ont  la  particularité  d’être  également  présents  chez  des  agents  pathogènes, 
d’autres  sont  spécifiques  aux  PRPGs.  Initialement  associés  à  des  effets  néfastes  sur  les  agents 
pathogènes,  des  études  plus  récentes  montrent  que  les  métabolites  régulés  par  le  fer  et  les 
antibiotiques  limitent  le  développement  des  parasites  en  induisant  les  réponses  de  défense  des 































FigI2‐2‐  Induction des défenses par  les  champignons du genre Trichoderma, d’après Vargas et al 
2009.  Les  champignons  du  genre  Trichoderma  produisent  des molécules  perçues  par  les  plantes, 
aussi nommées éliciteurs. Parmi celles‐ci ont été identifiées des hydrophobines comme Sm1 chez T. 
virens, une protéine glycosilée (        ), et Epl1 chez T. atroviride, une protéine non glycosilée (     ( ). 








Comme pour  les PGPRs,  le mode d’action des Trichoderma  sp. a  longtemps été associé à  leurs 
effets néfastes  sur  les  agents pathogènes.  Puis dans  les  années  1990, de nombreux  résultats ont 





des hydrophobines  a permis de mettre  en  évidence  l’importance de  communications  réciproques 
entre les plantes et les champignons non‐pathogènes de la rhizosphère. Celles‐ci ont longtemps été 
suggérées  pour  expliquer  le  contrôle  fin  de  l’invasion  racinaire  qui  se  limite  aux  espaces 
intercellulaires  des  cellules  épidermiques.  En  effet,  la  production  de  l’hydrophobine  Sm1  de 
Trichoderma virens est régulée par la disponibilité en saccharose chez la plante hôte (Djonovic et al. 
2007,  Vargas  et  al.  2009)  et  la  quantité  de  Sm1  produite  contrôle  à  son  tour  les  effets  sur  le 
métabolisme de la plante. 
Des  études  de  transcriptome  et  de  protéome  montrent  que  l’inoculation  des  plantes  par 
Trichoderma  induit  de  nombreuses  réponses  de  défense  impliquant  les  systèmes  antioxydants,  la 









L’ensemble  de  ces  résultats montre  que  ces microorganismes  sont  une  ressource  intéressante 
pour contrôler les maladies des plantes cultivées. Cependant, les premiers résultats obtenus à partir 
des essais réalisés au champ chez la fève contre Botrytis cinerea avec la souche Bacillus macerans BS 
153  étaient  très hétérogènes  alors que  les  essais  en  conditions  contrôlées  avaient donné de  très 
bons résultats (Sharga 1997). La différence a été expliquée par la faible compétitivité de cette souche 








produits  riches  en  spores d’une  souche de  Trichoderma harzianum. Ces produits polyvalents  sont 
utilisés  en  culture hors‐sol  et  en plein  champ pour  le maraîchage,  la  viticulture  et  l’arboriculture. 
Cependant, l’utilisation de ces microorganismes vivants est délicate et très réglementée. Bien qu’un 
certain nombre de produits  soit offert au marché nord américain,  la plupart d’entre eux n’est pas 
autorisé  en  France  et  en  Europe.  C’est  pourquoi,  les  entreprises  s’orientent  vers  la  production 
d’extrait à partir de ces microorganismes vivants. Par exemple, Biophytech commercialise aussi une 








































Le  SA  et  ses  analogues  structuraux  que  sont  le  BTH  (benzothiadiazole)  et  l’INA    (acide  2,6‐




and  Conrath  2007).  Il  induit  l’expression  de  gènes  connus  pour  participer  à  la  SAR,  notamment 
codant des protéines PR, chez le tabac et l’arabette (Friedrich et al. 1996, Lawton et al. 1996). Chez la 
vigne,  le  BTH  induit  aussi  le métabolisme  secondaire  comme  la  production  d’anthocyanes  et  de 
stilbènes (Iriti et al. 2004). Toutefois, les études du protéome de Rubus arcticus et du métabome d’A. 
thaliana en  réponse au BTH montrent que  ce  composé n’induit pas  suffisamment  le métabolisme 




BTH conduit à  la production de composés organiques volatils  (VCO) qui sont perçus par  les plantes 
voisines et potentialisent leurs réponses de défense (FigI2‐4). Dans ce cas, les effets néfastes du BTH 










L’éthephon et  le MeJA sont également des molécules stimulatrices de défense. Chez  la vigne,  le 
MeJA et l’éthephon activent la production de chitinases, de glucanases, d’inhibiteurs de protéase et 
de métabolites  secondaires  comme  les phenylpropanoïdes et  les  stilbènes,  rendant ainsi  la plante 
plus résistance à Erysiphe necator (Belhadj et al. 2006, Belhadj et al. 2008). De plus, le MeJA induit la 
production  de  VCOs  tel  que  cela  a  été  observé  en  réponse  au  BTH  (Tamogami  et  al.  2008). 
L’ethephon  et  le  MeJA,  n’agissent  pas  directement  sur  le  métabolisme  des  plantes.  Ils  sont 
métabolisés  en  ET  pour  l’ethephon  et  en  JA  et  JA‐Ile  pour  le  MeJA.  Ces  produits  sont  des 
phytohormones  qui  induisent  les  réponses  de  défense  dépendantes  des  voies  de  signalisation 
qu’elles contrôlent. L’efficacité protectrice du JA chez  le tabac et  la vigne vis‐à‐vis de Phytophthora 
parasitica  et Botrytis  cinerea,  respectivement,  a  été  améliorée  en  associant  cette hormone  à une 
protéine de transfert de lipide (LTP) (Buhot et al. 2004, Girault et al. 2008). Le complexe formé, LTP‐
JA, est reconnu par un récepteur membranaire, préalablement identifié comme étant le récepteur à 
de  petites  protéines  riches  en  cystéines  produites  par  les  oomycètes  du  genre  Phytophthora  et 
Pythium appelées élicitines. Les auteurs proposent que lors des attaques parasitaires qui induisent la 
production  de  LTP  et  de  JA,  ces  deux molécules  interagissent  pour  amplifier  la  stimulation  des 
réponses de défense. 
Le MeJA n’est pas  commercialisé  car  l’activation de  la  voie  de  signalisation  dépendante  du  JA 
réduit  le  développement  des  plantes,  notamment  la  production  de  graines  chez  le  riz  (Kim  et  al. 









lumière  le  fait que  les plantes  sont  capables de percevoir  comme  « non‐soi » non  seulement  des 
agents pathogènes, mais aussi des extraits de ces derniers. Les molécules présentes dans ces extraits 
ou  provenant  d’autres  sources,  qui  sont  perçues  par  les  plantes  et  induisent  des  réponses  de 










un  oligomère  de  β‐D‐glucose  associés  par  des  liaisons  1,6,  sur  la  chaine  linéaire,  et  1,3,  pour  les 













Une  classe  importante  d’éliciteurs  regroupe  des  molécules  protéiques :  la  flagelline,  la 
cryptogéine,  la  harpine,  les  cellulases,  CBEL.  L’activité  élicitrice  de  certaines  d’entres  elle  a  été 








les constituants majeurs des  interfaces mises en contact  lors des  interactions plante/parasite. Ainsi, 
les réponses de défense des plantes sont induites par  les β‐glucanes des parois d’oomycètes (Ayers 
et al. 1976, Hahn and Albersheim 1978, Sharp et al. 1984),  les oligomères de chitine et de chitosan 
issus  des  parois  fongiques  et  de  la  cuticule  des  insectes,  les  oligogalacturonates  et  cellodextrines 
relargués suite à l’attaque des parois des cellules végétales par les enzymes microbiennes, ainsi que 
par  les dérivés glucidiques que sont  les peptidoglycanes et  les  lipopolysaccharides présents au sein 
des parois bactériennes. Parmi ces éliciteurs, seul le chitosan est homologué et constitue le principe 
actif  d’un  produit  commercialisé  en  Amérique  du  Nord,  Elexa4,  utilisé  pour  contrôler  le 
développement des oïdiums de la vigne, des rosiers et des fraisiers (Glycogenesys Inc, Boston, USA). 
Le  chitosan  est  un  polymère  linéaire  composé  de  résidus  de  β‐D‐glucosamine  associés  par  des 






Enfin,  les  algues  constituent  une  autre  source  de  polysaccharides  originaux  dont  certains  sont 
reconnus par les plantes comme du « non‐soi » ; ainsi en est‐il de la laminarine, des fucanes sulfatés 
et des carraghénanes. La laminarine est un β‐(1,3)‐D‐glucane de réserve des algues brunes du genre 




























sont  formés  d’oses  associés  par  divers  types  de  liaisons  osidiques.  Ce  sont  des  polysaccharides 







Comme  lors  des  interactions  plante/agent  pathogène,  l’activation  de  l’immunité  végétale  en 









l’activité de  la  laminarine a été mesurée sur différentes plantes. Ainsi, elle  induit chez des cultures 
cellulaires  de  tabac  et  de  vigne  des  réponses  précoces  comme  l’alcalinisation  du  milieu 
extracellulaire,  la production H2O2 et  l’activation de kinases (Aziz, et al. 2003, Klarzynski et al. 2000, 
Menard et al. 2004, Mercier, et al. 2001), de même que des réponses plus tardives, dont les voies de 
signalisation  hormonales.  L’ajout  de  laminarine  à  des  cultures  cellulaires  de  tabac  provoque  une 
production  de  SA  (Klarzynski,  et  al.  2000)  et  induit  PDF1.2  chez  A.  thaliana  via  la  voie  de  l’ET 
(Menard,  et  al.  2004).  Il  faut  noter  qu’elle  ne  provoque  pas  de  HR,  ni  plus  largement  de mort 
cellulaire,  chez  les  plantes,  bien  qu’elle  induise  la  production  de  ROS  (Klarzynski,  et  al.  2003, 
Klarzynski, et al. 2000, Lecourieux, et al. 2002). La laminarine induit l’expression de gènes codant des 
enzymes  impliquées  dans  les  voies  de  synthèse  de  phytoalexines,  telles  que  la  phénylalanine 
ammonialyase et la stilbène synthase, et des protéines PR des classes 1 à 5. Il s’ensuit l’accumulation 













Le  chitosan,  dérivé  dé‐acétylé  de  la  chitine,  semble  aujourd’hui  perçu  par  un  récepteur,  qui 
pourrait  être  identique  à  celui  de  la  chitine  (Iriti  and  Faoro  2009) ;  il  n’agirait  pas  sur  l’intégrité 






composés antimicrobiens  (Aziz, et al. 2003) et  le  renforcement de  la paroi  cellulaire par dépôt de 
callose (Denoux et al. 2008, Iriti and Faoro 2008, Iriti, et al. 2006, Trouvelot et al. 2008). Cependant, 
ce  n’est  pas  ce  dépôt  de  callose  qui  est  requis  pour  la  défense  efficace  du  tabac  contre  le  TNV 
(Galletti, et al. 2008), mais plutôt les micro‐lésions de type HR qu’il induit sur les feuilles traitées (Iriti 
and Faoro 2008,  Iriti, et al. 2006). Un  tel effet nécrosant n’avait  jamais été observé auparavant en 
réponse à un éliciteur glucidique. L’utilisation des nouveaux outils de biologie moléculaire, et plus 




















et al, 2005. Le  traitement des plantes de vigne par  le BABA n’induit pas  l’expression des gènes de 
défense PR‐1, PR‐4 et LOX‐9. Par contre, l’expression de ces gènes est fortement induite lorsque ces 







Par  comparaison  aux  molécules  décrites  ci‐dessus,  d’autres  composés  chimiques  et  extraits 
naturels,  dont  certains  sont  aujourd’hui  commercialisés,  ont  été  identifiés  pour  leur  capacité  à 
















dans  la  potentialisation  des  réponses  de  défense,  sont  encore  très  peu  connus.  Alors  que  la 
protection contre Hyaloperonospora parasitica ne requiert pas les voies de signalisation dépendantes 
du  SA,  du  JA  et  de  l’ET  (Zimmerli,  et  al.  2000),  la  protection  contre  Pseudomonas  syringae  et 
Plasmopara viticola nécessite respectivement  les voies de signalisation dépendantes du SA et du JA 
(Hamiduzzaman, et al. 2005, Ton and Mauch‐Mani 2004). Dans certains cas,  la mise en place de  la 
protection dépend encore d’une autre voie de  signalisation hormonale  impliquant  l’ABA  (Ton and 
Mauch‐Mani 2004). 
L’usage  agronomique de  cette molécule  chimique pourrait être beaucoup plus  intéressant que 




















Les  formes  réduites  du  phosphore,  aussi  appelées  phosphites,  produites  par  la  chimie  de 
synthèse, possèdent de nombreuses  activités biologiques  telles que des propriétés  insecticides  et 
fongicides.  Toutefois,  par  comparaison  au  phosphate,  elles  ne  présentent  pas  de  propriétés 




végétaux,  alors  que  le  fosétyl‐Al  subit  une  hydrolyse  à  l’origine  d’un  relargage  progressif  d’éthyl‐
phosphite qui pénètre au  fur et à mesure dans  la plante, et d’aluminium qui  reste à  l’extérieur du 
végétal (FigI2‐8). L’aluminium et l’acide phosphoreux, issu de la métabolisation de l’éthyl‐phosphite, 
possèdent  une  action  fongicide  directe  et  inhibent  le  développement  d’oomycètes,  tels  que 
Phytophthora  palmivora  (Grant  et  al.  1992,  Smillie  et  al.  1989).  Toutefois,  bien  que  cela  ait  été 
longtemps discuté,  une  autre  partie  non négligeable de  l’action du  fosétyl‐Al  est  due  à  l’effet de 
l’éthyl‐phosphite  en  tant  qu’activateur  et  potentialisateur  des  défenses  végétales.  Tout  d’abord, 
l’application de  fosétyl‐Al  induit  la production de phytoalexine et de protéine PR  chez différentes 
plantes  telles que  le  tabac et  la vigne  (Nemestothy and Guest 1990). De plus,  l’effet de protection 




Le  fosétyl‐Al,  ainsi  que  d’autres  phosphites  comme  les  phosphites  de  potassium,  sont 
particulièrement efficaces contre  les maladies causées par des oomycètes, notamment  les espèces 
phytopathogènes du genre Phytophthora (Jackson et al. 2000, Jee et al. 2002, Nemestothy and Guest 
1990, Thao and Yamakawa 2009). Le  fosétyl‐Al, qui possède une action directe et  indirecte sur  les 
agents  pathogènes,  est  commercialisé  comme  fongicide  sous  le  nom  Aliette  (Bayer  Cropscience, 



















le  Milsana  (Western  farm  service,  USA)  et  le  Stifénia  (SOFT  A.D.I.R.H,  France).  Il  s’agit, 
respectivement,  d’extraits  de  feuilles  de  renouée  de  Sakhaline  (Reynoutria  sachalinensis)  et  de 
graines de  fenugrec  (Trigonella  foenum‐graecum). D’après des essais de protection,  le Milsana est 
efficace contre  l’oïdium chez différentes plantes comme  le concombre,  la  tomate,  le bégonia et  le 
pommier  (Konstantinidou‐doltisinis  et  al.  2006), dans  lesquelles  il  induit des  réponses de défense 
telles  que  la  production  de  β‐1,3‐glucanases,  de  phytoalexines  (Fofana  et  al.  2005,  Herger  and 
Klingauf  1990).  Quant  au  Stifénia,  il  est  homologué  chez  la  vigne  contre  l’oïdium  depuis  2008. 







Les  préparations  naturelles  peu  préoccupantes  (PNPP)  peuvent  être  définies  comme  des 
préparations phytopharmaceutiques élaborées à partir de végétaux ou d’autres éléments naturels 
non génétiquement modifiés et obtenues par un procédé  traditionnel et non  industriel, en accord 
avec  le  groupe  de  travail  réuni  pour  rédiger  l’amendement  de  la  loi  sur  l’eau  et  les  milieux 
aquatiques.  Aujourd’hui  l’utilisation  des  PNPPs  n’est  pas  autorisée  en  France  contrairement  à 
d’autres pays européens  (Allemagne, Espagne,  Italie).  Les PNPPs  sont généralement des purins de 
plantes,  tels  que  ceux  produits  à  partir  d’ortie,  de  prêle,  de  consoude,  de  fougère  ou  encore 
d’achillée. Les PNPPs sont, en majorité, des insecticides naturels (Thacker et al. 2002). Le purin brut 
ou  fermenté  d’ortie  permet  de  limiter  les  dégâts  causés  par  les  pucerons  Hyalopterus  pruni  et 
Cryptomyzus  ribis  (Gaspari  et  al.  2007).  Très  récemment,  certains  composés  responsables  des 










Fusarium oxysporum, Fusarium  solani et Rhizoctonia  solani  (Hadizadeh et al. 2009,  Isman 2000).  Il 
semblerait  qu’ils  agissent  directement  sur  les  agents  pathogènes  et  non  pas  via  l’induction  des 
























par  les  maladies  et  les  ravageurs.  Cette  approche  présente  un  certain  nombre 
d’avantages techniques et environnementaux tels que son  large spectre d’efficacité, son écotoxicité 
réduite,  ainsi  que  l’absence  d’apparition  de  résistance.  Toutefois,  certains  aspects  restreignent 





de  la  législation,  l’identification  du  principe  actif  est  primordiale  pour  l’homologation  du  produit 
(directive 91/414/CEE). Elle permet aussi de standardiser sa production et d’étudier plus facilement 
son mode d’action, éléments essentiels à la compréhension de l’efficacité du produit, à la définition 
de  son  mode  d’utilisation  et  de  ses  applications  potentielles.  Mais  seuls  les  tests  réalisés  en 






être  reconnues  comme  « non‐soi »  par  ces  dernières.  Dans  la  seconde  partie  de  la  revue 
bibliographique  ont  été  présentées  les  capacités  élicitrices  de  défense  de  certaines  molécules 
d’algues  brunes  et  d’algues  rouges  telles  la  laminarine,  les  carraghénanes  et  les  fucanes  sulfatés 
(Mercier,  et  al.  2001).  Des  extraits  d’algues  vertes  riches  en  ulvanes  sont  également  capables 
d’activer  les défenses des plantes et de  les protéger contre certaines maladies  (Cluzet et al. 2004). 
Or, les algues vertes sont les premiers macrophytes responsables des « marées vertes » à l’origine de 
l’eutrophisation des milieux aquatiques. Ces phénomènes de «marées vertes » ont été observés dans 
de nombreux pays  lorsque  les eaux  sont  très  riches en nutriments  comme en Amérique Nord, au 
Mexique,  en  Europe  et  en  Nouvelle  Zélande  (Briand  and Morand  1987).  Ils  sont  généralement 
associés à  l’agriculture  intensive. En France, des proliférations d’algues vertes  sont  rencontrées au 




















de  cette  région  française  déjà  très  riches  en matière organique,  il  est urgent de  trouver  d’autres 
débouchés.  Si  la  papeterie  et  la méthanisation  sont  deux  pistes  explorées  par  le  CEVA  (Centre 






l’anthracnose, Colletotrichum  trifolii, avaient  justifié  le dépôt d’un brevet  (Cluzet, et al. 2004). Sur 
cette  base,  nous  avons  souhaité  approfondir  la  caractérisation  de  cet  extrait  en  vue  de  son 
homologation en abordant les trois points suivants : 
‐ l’identification du principe actif. L’extrait brut précédemment obtenu sera finement caractérisé 
et  fractionné  afin d’isoler  le(s) molécule(s)  active(s).  L’activité biologique des différentes  fractions 
obtenues sera testée grâce au développement de bio essais. 




Ces  données  seront  aussi  comparées  à  celles  obtenues  en  réponse  à  des  phytohormones,  qui 
participent aux réponses de défense, et des agents pathogènes. 
‐  la détermination de  ses  applications.  L’efficacité protectrice de  l’extrait,  tel qu’il  est produit 
industriellement, sera testée vis‐à‐vis d’agents pathogènes de nature et mode trophique variés, tels 




définir  des  stratégies  pour  optimiser  sa  production  et  son  utilisation.  Il  s’agira  aussi  de montrer 























Fig1‐1‐  Schéma  récapitulatif du mode d’obtention des différents  extraits utilisés  au  cours de  ce 
travail. La fraction insoluble à l’éthanol (EtOH) a été traitée (1) au ultrason ou (2) au TFA. Suite à ces 
traitements,  les molécules de  taille d’intérêt ont été séparées par  fractionnement moléculaire. Les 
protéines  présentes  au  sein  de  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH  ont  été  éliminées  soit  par  (3)  un 





















600‐400kDa 60‐40kDa 6‐4kDa désulfaté





L’identification  de  la  (des)  molécule(s)  active(s)  à  partir  d’un  extrait  brut  s’effectue  en  trois 





réponses de défense  chez  le  tabac, ont été  isolés à partir du milieu de  culture de  ce  champignon 
après  plusieurs  précipitations  avec  différentes  concentrations  en  méthanol,  suivies  d’étapes  de 
chromatographie des  fractions d’intérêt  (Shinya et al. 2006). Quant’aux  β‐(1,3)  β‐(1,6) glucanes de 




Dans  les deux cas présentés ci‐dessus,  les analyses chimiques ont consisté à spécifier  la nature des 






Ce  premier  chapitre  des  résultats  présente  l’identification  de  la  (des)  molécule(s)  active(s) 
responsable(s) de  l’activité élicitrice des  réponses de défense des plantes d’un extrait brut d’algue 
verte. Pour  cela,  les  trois étapes décrites  ci‐dessus ont été  réalisées.  L’objectif était d’obtenir une 
fraction « assez pure »  via un procédé  facile  et peu  coûteux  à mettre  en place d’un point de  vue 
industriel. Nous avons  tout d’abord  isolé une  fraction active  riche en polysaccharides. Par  la suite, 
nous avons été amenés à analyser et éliminer certaines contaminations protéiques. Une étude des 
relations  entre  la  structure  et  la  fonction de  la molécule,  ainsi que  la  recherche de  lien  entre  les 


























































et  quantifiés. Une  première méthode  a  permis  de  doser  les  oses  acides  de  la  famille  des  acides 
















réalisé  à  partir  de  quelques milligrammes  de matière  sèche.  Les  signaux  observés  aux  longueurs 




































L’ensemble  de  ces  résultats montre  que  l’extrait  brut  d’algues  vertes  est  riche  en  rhamnose, 
acides uroniques et  soufre. Ces  trois  résidus  sont  connus pour être  les  constituants majeurs d’un 
hétéropolysaccharide nommé ulvane, présent dans les parois des cellules d’algues vertes (Fig1‐2). Le 
xylose, le galactose et le glucose entrent aussi dans sa composition. Cependant, d’après nos dosages, 





L’extrait  brut  d’algue  verte  a  été  soumis  à  une  analyse  par  spectrométrie  infra  rouge  afin 
d’identifier  les principales  fonctions présentes au  sein des molécules organiques qui  le composent 
(Fig1‐3‐A).  Parmi  les  signaux  observés,  ceux  associés  à  des  longueurs  d'ondes  d'absorption  de 
3449cm‐1,  1092  cm‐1  et  1052  cm‐1  correspondent  aux  vibrations  des  liaisons  C‐OH,  C‐C  et  C‐O, 
respectivement.  Ces  trois  liaisons  sont  présentes  dans  de  nombreuses  molécules  organiques, 
notamment au niveau des fonctions alcool et acide carboxylique des oses. Deux autres signaux ont 
été  observés  à  847  et  1622  cm‐1  connus  pour  être  provoqués  par  les  liaisons  C‐O‐S  et  C=O.  Ces 
dernières peuvent être associées aux fonctions sulfate du rhamnose sulfaté et à la fonction carboxyle 
des acides uroniques, qui caractérisent  les ulvanes. Ainsi, au sein du spectre  infrarouge de  l’extrait 
brut d’algue verte ont été retrouvés les signaux caractéristiques des fonctions présentes au sein des 
ulvanes.  
La  taille  des  molécules  de  l’extrait  brut  a  été  déterminée  par  chromatographie  d’exclusion 
stérique (TSK G40000). En sortie de colonne, les molécules sont détectées par ELSD (evaporative light 
scattering detection) afin de les quantifier. Au cours de cette analyse, deux populations de molécules 
de  taille  bien  distincte  ont  été mises  en  évidence  (Fig1‐3‐B) :  l’une,  la  plus  abondante,  d’environ 
60kDa, et l’autre partie de plus de 600kDa. Afin de séparer ces deux populations, l’ultracentrifugation 
















Fig1‐4‐  Activité  biologique  de  l’extrait  brut  d’algue  verte.  (A‐B) Mise  en  évidence  de  l’activité 
glucuronidase présente dans  les  tissus des plantes de  tabac  transgénique P1LOX::GUS, deux  jours 
après  l’infiltration  d’eau  (témoin  négatif),  d’un  extrait  de  paroi  de  Phyphthotora  parasitica  (P2, 
50µg.ml‐1,  contrôle  positif)  et  de  l’extrait  brut  d’algue  verte  (1mg.ml‐1).  (C) Modification  des  flux 
calciques cytoplasmiques en réponse à l’extrait brut d’algue verte (1mg.ml‐1 ou 500µg.ml‐1) observée 































































Le  premier  utilise  des  plantes  transgéniques  de  tabac  où  a  été  introduite  la  construction 




Les  tissus  infiltrés,  ainsi  que  ceux  à  la  périphérie,  ont  été  récoltés  un,  trois  et  cinq  jours  après 
infiltration. L’activité glucuronidase présente au  sein de ces  tissus a ensuite été visualisée par une 
coloration  (Fig1‐4‐A)  puis  quantifiée  afin  de  déterminer  le  niveau  d’activation  du  promoteur  LOX 
(Fig1‐4‐B).  Les  résultats montrent  que  l’extrait  brut  d’algue  verte  induit  rapidement  (1  jour)  une 
augmentation de  l’activité glucuronidase uniquement dans  les  tissus  infiltrés. Le  second  test a été 


















ont été  isolées selon  leur solubilité dans ce solvant organique polaire : une  fraction soluble et une 
fraction  insoluble  à  l’EtOH,  représentant  56%  et  44%  respectivement  de  l’extrait  initial.  Leur 
composition chimique a été déterminée comme celle de l’extrait brut. Des protéines sont présentent 
dans les deux fractions à hauteur de 11 et 28 mg.g‐1 dans les fractions soluble et insoluble à l’EtOH, 







 mg.g‐1 (MS)  extrait brut  fraction soluble  fraction insoluble 
protéine (a)  15 11 28
acide uronique (b)  59 0 143
rhamnose (c)  155 2.5 367
xylose (c)  16 0.1 31.5
galactose (c)  12 1.6 25
glucose (c)  2.5 0 6
sulfate (d)  84.5 34.5 141.5





Fig1‐5‐  Caractérisation  des  fractions  soluble  et  insoluble  à  l’éthanol  (EtOH).  (A‐B)  Spectre 
infrarouge. Les pics d’absorption à 1201cm‐1 et 845cm‐1, caractéristiques des  liaisons S=O et C‐O‐S, 










































































Comme  lors  de  l’analyse  de  l’extrait  brut,  les  spectres  infrarouges  des  deux  fractions  ont  été 
réalisés  dans  les  mêmes  conditions  (Fig1‐5‐A/B).  Ainsi,  des  liaisons  associées  à  la  majorité  des 
molécules organiques, comme  les  liaisons C‐OH et C‐C, ont été  identifiées dans  la fraction soluble à 
l’EtOH. Cependant, aucun pic n’est visible à 850cm‐1, correspondant à C‐O‐S. Concernant  la fraction 
insoluble  à  l’EtOH,  son  spectre  infrarouge  est  très  proche  de  celui  de  l’extrait  brut  avec  des  pics 
d’absorption correspondant aux différentes  longueurs d’onde plus marqués. De plus, un autre pic, 
associé à la liaison S=O, a pu être mis en évidence à 1201cm‐1.  
Enfin,  la  taille  des  molécules  des  deux  fractions  a  été  déterminée  par  chromatographie 
d’exclusion  stérique  comme  réalisé  pour  l’extrait  brut  (Fig1‐5‐C/D).  La  fraction  soluble  à  l’EtOH 


















Fig1‐6‐  Activité  biologique  des  fractions  soluble  et  insoluble  à  l’EtOH.  (A)  Dosage  de  l’activité 
glucuronidase présente dans  les  tissus des plantes de  tabac  transgénique P1LOX::GUS, un, deux et 
cinq jours après l’infiltration d’eau (témoin négatif), d’un extrait de paroi de Phyphthotora parasitica 
(P2,  50µg.ml‐1,  contrôle  positif)  et  des  fractions  soluble  et  insoluble  à  l’EtOH  (1mg.ml‐1).  (B)  
Modification  de  la  concentration  calcique  cytoplasmique  en  réponse  aux  fractions  soluble  et 














































 De  la même manière,  chez  les  plantes  transgéniques  d’arabette  exprimant  l’apoaequorine,  la 
fraction soluble à l’EtOH n’a pas d’effet significatif sur la concentration calcique cytoplasmique alors 
que  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH  induit  une  réponse  semblable  à  celle  observée  en  réponse  à 




D’après  l’ensemble  de  ces  résultats,  nous  avons  isolé  une  fraction  active  très  riche  en 
polysaccharides de haut poids moléculaire, dont  la  composition  est  caractéristique de  celle des 











Fig1‐7‐  Electrophorèse des protéines présentes au  sein de  la  fraction  insoluble à  l’EtOH  (FI).  (A) 
Electrophorèse monodimensionnelle sur gel de polyacrylamide d’une aliquote  renfermant 20µg de 
protéines révélée au bleu de Coomassie. Seule une bande, marquée par , apparaît à de très haut 
poids  moléculaire  (PM).  (B)  Western  blot  des  protéines  (20µg)  de  cette  fraction,  séparées  par 
électrophorèse  monodimensionnelle,  puis  transférées  sur  une  membrane  et  révélées  à  l’aide 






































Une  aliquote  de  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH,  renfermant  environ  20µg  de  protéines,  a  été 
analysée  par  électrophorèse  monodimensionnelle  en    gel  de  polyacrylamide  (Fig1‐7).  Après 
coloration au bleu de Coomassie, il n’a pas été possible de visualiser des bandes bien nettes en raison 
d’une  coloration  diffuse  et  de  la  présence  d’un  smear  au  niveau  des  molécules  de  haut  poids 
moléculaire. Ce type de migration est caractéristique de celle des glycoprotéines. 









riches  en  hydroxyproline  vis‐à‐vis  d’anticorps  polyclonaux  développés  contre  les HRGP  (protéines 











d’hydroxyproline  présentes  dans  les  différentes  fractions  (surnageants,  culots)  sont  exprimées  en 
pourcentage  de  la masse  sèche de  chacune d’elles.  (C) Western blot  réalisés  à partir des mêmes 
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Afin  d’éliminer  les  protéines  présentes  dans  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH,  elles  ont  été 
hydrolysées par des méthodes chimiques et enzymatiques. Chaque méthode possède des avantages 
et  des  inconvénients.  En  effet,  l’hydrolyse  chimique  devra  être  bien  contrôlée  afin  de  limiter 





La  fraction  insoluble  à  l’EtOH  a  été  traitée  par  la  soude  50mM  afin  de  réaliser  une  hydrolyse 
partielle,  et  plus  particulièrement  d’éliminer  les  liaisons O‐glycocidiques  des  glycoprotéines  et  de 
faciliter ainsi le relargage de ces molécules. A l’issue de ce traitement, un résidu insoluble est séparé 
du surnageant par centrifugation. Suite à la neutralisation, dyalise et lyophilisation de chaque partie, 
les  poids  du  résidu  et  du  surnageant  obtenus  sont  respectivement  de  27mg  et  36mg  à  partir  de 
100mg de matériel initial. Chaque partie a été caractérisée pour sa richesse en hydroxyproline et en 
acides  uroniques  (Fig1‐8‐A/B).  Ainsi,  les  valeurs  indiquent  que  le  surnageant  a  été  appauvri  en 







d’action  différent.  La  trypsine  hydrolyse  les  liaisons  peptidiques  dans  lesquelles  un  acide  aminé 
basique  engage  sa  fonction  carboxyle  (lysine,  arginine)  alors  que  la  pronase  hydrolyse  toutes  les 
liaisons peptidiques. Après  incubation à 37°C pendant 16h de  la fraction  insoluble à l’EtOH avec ces 
enzymes, un  résidu  insoluble et un  surnageant  sont  séparés par  centrifugation, puis  lyophilisés et 
enfin  analysés.  Les  surnageants  issus  des  hydrolyses  avec  la  trypsine  et  la  pronase  représentent 











Fig1‐9‐  Activité  biologique  des  fractions  isolées  après  différentes  traitements  des  protéines.  La 
fraction  insoluble  à  l’EtOH  a  été  traitée  par  de  la  soude  (NaOH),  la  trypsine  ou  la  pronase  afin 
d’obtenir des surnageants (S) et des culots (C) de composition différentes. (A) Activité glucuronidase 
mesurée  dans  les  tissus  de  tabac  P1LOX::GUS  trois  jours  après  l’infiltration  par  les  différentes 

























































Compte  tenu,  d’une  part  de  l’absence  d’activité  des  fractions  « culot »,  de  la  présence  de 
protéines  à  hydroxyproline, mais  de  l’absence  d’acides  uroniques,  dans  ces mêmes  fractions ; 
d’autre part de  l’activité élicitrice des  surnageants  contenant  la majeure partie, voire  la  totalité, 
des acides uroniques, on peut en déduire que  les protéines ne sont pas responsables de  l’activité 











Fig1‐10‐ Distribution  des molécules  riches  en  acides  glucuroniques  selon  leur  poids moléculaire 
grâce à la chromatographie d’exclusion. L’analyse de la fraction insoluble à l’EtOH et de sa fraction 





























Des  relations  ont  été  mises  en  évidence  entre  la  structure  des  molécules  et  leurs  activités 







Le poids moléculaire des polysaccharides présents dans  la  fraction  insoluble à  l’EtOH,  riches en  
ulvanes, est d’environ 600kDa.  Si on  considère que  les ulvanes  sont un  enchaînement  linéaire du 





Une  première  analyse  de  la  taille  des molécules  présentes  dans  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH 
réalisée par chromatographie d’exclusion  stérique avait montré que celles‐ci possédaient un poids 
moléculaire  élevé, d’environ 600kDa  (Fig1‐5‐D).  Toutefois,  cette  chromatographie  a été  refaite de 
manière plus précise à  l’aide d’une  colonne  Sepharose CL6B en utilisant  le  formiate d’ammonium 
comme éluant. Les acides uroniques présents dans  les  fractions  récoltées en sortie de colonne ont 





aux  ultrasons  lors  d’une  sonication  afin  de  réduire  la  taille  des molécules.  En  effet,  suite  à  ce 
traitement physique,  la fraction  initiale a été très enrichie en molécules de poids moléculaire entre 
40kDa  et  60kDa.  Ces  dernières  ont  été  isolées  par  chromatographie  d’exclusion  stérique,  puis 
lyophilisées afin de  former  la  fraction 40‐60kDa. Bien que  très efficace, ce procédé n’a pas permis 
d’obtenir des molécules de plus petite taille en quantité significative.  Dès lors, une autre technique a 























































































Dans  l’hypothèse  où  les  molécules  sont  essentiellement  des  chaînes  glucidiques  linéaires,  les 
fractions  nommées  400‐600kDa,  40‐60kDa  et  4‐6kDa  se  caractérisaient  par  des  polysaccharides 





La  composition  chimique globale des  fractions précédentes, hormis  la  fraction 4‐6kDa  faute de 
matériel,  a  été  réalisée  afin  de mieux  les  caractériser.  Les  éléments  analysés,  acides  uroniques, 
sucres neutres et soufre, représentent plus de 80% des fractions 400‐600kDa et 40‐60kDa d’après ces 
résultats. Toutefois,  l’hydrolyse TFA  réalisée en vue du dosage des sucres neutres n’est pas  totale. 
Compte tenu de ce manque, on peut estimer que les deux fractions sont constituées majoritairement 
d’ulvanes. Les spectres infrarouge de chacune ont été réalisés. Ils sont proches de celui de la fraction 
insoluble à  l’EtOH  (Fig1‐11). A partir de  l’estimation de  la surface des pics d’absorption associés au 
groupement  sulfate,  il  semblerait  que  les  fractions,  400‐600kDa  et  40‐60kDa,  soient  enrichies  en 
rhamnose sulfaté par un facteur d’environ 1,5.  






L’activité biologique des  trois  fractions de poids moléculaires distincts,  et donc différentes par 
leur degré de polymérisation, a été  testée par  infiltration dans  les  tabacs P1LOX::GUS. Après  trois 
jours, les tissus ont été prélevés pour y doser l’activité glucuronidase. Les fractions 400‐600kDa et 40‐





















































nous  avons  cherché  à  connaître  la  variabilité  de  la  richesse  en  soufre  en  fonction  des  récoltes 
d’algues effectuées au cours de différentes campagnes de collecte afin d’obtenir des récoltes plus ou 
moins  riches  en  soufre  et  d’étudier  le  rôle  du  taux  de  sulfatation  dans  l’activité  biologique  des 
ulvanes. Ainsi,  trois  récoltes d’algues vertes espacées dans  le  temps ont été  réalisées au cours de 
l’année 2007 (semaine 30, 38 et 45). Si les fractions insolubles à l’EtOH obtenues à partir des récoltes 
0730001 et 0745003 présentent un  taux de  sulfatation proches,  respectivement de 5.39%±0.15 et 
5.59±0.15, celle obtenue à partir de  la récolte 0738002 est beaucoup plus riche en soufre, avec un 












n° récolte  % MS (a)  acide uronique (b)  protéine (c) 
0625001  4.7  100  130 
0730001  5.5  130  235 
0738002  4.9  50  85 
0743003  5.0  95  130 
0830001  7.0  25  90 
























La  composition  des  algues  vertes  varie  en  fonction  des  conditions  environnementales  dans 
lesquelles  elles  se  développent  comme  la  température,  la  luminosité  et  la  disponibilité  en 
nutriments. Ainsi, en fonction des récoltes d’algues vertes fraîches, la composition des extraits qui en 











Tout d’abord,  le  taux de matière  sèche des  extraits bruts d’algues  vertes  issus des différentes 
récoltes  a  été  évalué  et  varie  entre  3%  et  7%  (Tableau1‐3).  De  même,  les  quantités  d’acides 
uroniques  et  de  protéines  varient  de manière  très  importante.  Par  exemple,  un  des  extrait  bruts 
contient  très peu d’acides glucuroniques, 25mg.g‐1, alors que d’autres ont une composition proche 
de  l’extrait brut  initialement étudié,  supérieure à 100mg.ml‐1. Bien que  l’on ne connaisse pas bien 





La  composition  de  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH montre  que,  à  l’exception  d’une  récolte,  les  
quantités  de  protéines  varient  entre  20mg.ml‐1  et  34mg.ml‐1,  et  que  celles  d’acides  uroniques 
oscillent  entre  85mg.ml‐1  et  145mg.ml‐1  (Tableau1‐4).  Les  proportions  entre  les  protéines  et  les 
acides glucuroniques sont donc corrélées.  
L’analyse des  trois  fractions  insolubles  à  l’EtOH  réalisées  à partir des  récoltes de  2007  a  aussi 
consisté à en doser  les quantités de soufre, faire  leur spectre  infrarouge et déterminer  la taille des 
































































































respectivement,  alors  que  celle  de  la  fraction  issue  de  la  récolte  0738002  est  plus  élevée,  soit 
79mg.ml‐1. 
Les  spectres  infrarouges  (non présentés)  sont  assez  similaires  à  celui de  la  fraction  insoluble  à 
l’EtOH (Fig1‐5‐B). Cependant, certains pics d’absorption du spectre de  la fraction  issue de  la récolte 
0730001  sont moins  bien  dessinés,  si  bien  qu’aucun  signal  n’est  associé  à  la  longueur  spectrale 
correspondant à la liaison S=O. Enfin, le profil des molécules composant ces fractions selon leur taille 




et grosses  (>40kDa) macromolécules  (Fig1‐10), bien que ces deux populations de molécules  soient 
moins séparées.  
 




insoluble à  l’EtOH  issue de  la même récolte a été réalisée en utilisant  les quantités de protéines et 






Afin de savoir si  les variations  importantes de  la composition chimique de  la fraction  insoluble à 
l’EtOH pouvaient modifier  leur activité biologique,  les six  fractions précédentes ont été testées par 
les  deux  bio  essais  développés  chez  le  tabac  et  l’arabette.  Toutes  ces  fractions  sont  capables 
d’induire  l’expression  du  gène  codant  une  lipoxygénase matérialisée  par  l’activité  glucuronidase 
(Fig1‐16‐A). Toutes  induisent également une augmentation  transitoire de  la concentration calcique 
cytoplasmique  chez  l’arabette  (Fig1‐16‐B).  Toutefois,  l’intensité  des  réponses  observées  dans  ces 
deux bio essais varie entre les fractions bien qu’elles soient toutes utilisées à 1mg.ml‐1. Par exemple, 
la fraction issue de la récolte 0625001 est la moins active dans les deux bio essais. Ainsi, lorsque l’on 










Fig1‐16‐  Activité  biologique  des  fractions  insolubles  à  l’EtOH  extraites  de  différentes  récoltes 
d’algues vertes, réalisées en 2006, 2007 et 2008. (A) Activité glucuronidase mesurée trois jours après 
l’infiltration des feuilles de tabac P1LOX::GUS par de l’eau (témoin négatif), l’extrait de Phytophthora 
parasitica P2  (contrôle positif, 50µg.ml‐1) et  les  fractions  insolubles à  l’EtOH  (1mg.ml‐1).  (B) Mesure 



















































semble nécessaire d’uniformiser  leur composition. Ainsi,  les molécules de petites tailles  (<40kDa) 
pourraient  être  éliminées  sans  affecter  l’activité  biologique  des  fractions.  De  plus,  un  taux  de 
sulfatation élevé comme celui de la fraction issue de la récolte 0738002, n’augmente pas l’activité 
biologique. D’après nos résultats, toutes ces fractions de composition chimique variable présentent 









1‐  L’identification  de  la  (des)  molécule(s)  active(s)  à  partir  d’un  extrait 
complexe. 
 




ou  enzymatique.  Lorsqu’une  préparation  possède  une  activité  biologique  intéressante,  la  (ou  les) 
molécule(s) responsable(s) est (sont) recherchée(s) par fractionnement. Diverses méthodes peuvent 
être mises  en œuvre  pour  fractionner  un  extrait  brut  en  fonction  de  la  nature  des molécule(s) 
recherchée(s) et du niveau de pureté souhaité. Les plus simples séparent  les composés de  l’extrait 





vertes  récoltées  dans  la  baie  de  St  Brieuc,  essentiellement  de  l’espèce  responsable  des marées 
vertes, Ulva armoricana. Un extrait brut a été  réalisé via une extraction à  l’eau chaude des algues 
lavées et finement broyées sans autre traitement préalable. Cet extrait brut d’algue verte est capable 
d’induire  certaines  réponses de défense  chez Medicago  truncatula  (Cluzet,  et al. 2004),  ainsi que 
l’expression  d’un  gène  codant  une  lipoxygénase  chez  le  tabac  et  des  modifications  de  la 
concentration calcique cytoplasmique chez  l’arabette. Par comparaison à un extrait brut obtenu de 
manière  similaire à partir d’algues brunes du genre  Laminaria, éliciteur de défense  chez  certaines 
plantes, dont le tabac (Klarzynski, et al. 2000), l’extrait d’algues vertes représente 5,6% de la matière 
sèche  (MS)  initiale  contre  environ  10%  de  la  MS  pour  celui  provenant  d’algues  brunes. 













Afin d’enrichir  l’extrait brut en ulvanes,  il a ensuite été  traité à  l’éthanol, connu pour précipiter 















fractions  de  poids moléculaire  bien  défini  à  partir  de  la  fraction  insoluble  à  l’EtOH  très  riches  en 
ulvanes, a permis de montrer que les molécules de plus de 40kDa, soit d’un degré de polymérisation 
(DP) d’environ 100 si on considère les ulvanes comme une chaîne linéaire d’acides aldobiouroniques, 




algale comme  les fucanes,  les carraghénanes et  la  laminarine. Or, à partir de ces molécules ont été 
identifiés des motifs de faible degré de polymérisation capables d’induire des réponses de défense 
chez  les plantes.  Par  exemple,  les motifs  caractérisés  à partir  des polysaccharides  algaux  cités  ci‐
dessus présentent des degrés de polymérisation variant entre 5 pour la laminarine (Klarzynski, et al. 
2000) et 10 pour  les fucanes (Klarzynski, et al. 2003). Généralement, ces oligosaccharides sont plus 
actifs que  les polysaccharides dont  ils sont  issus. Notamment,  l’induction de  l’activité  laminarinase 
par les κ‐carraghénanes chez des cultures cellulaires de Rubus fruticosus est maximale en réponse à 













de DP≈1000 et DP≈100. De manière  surprenante,  la  fraction de DP≈10 n’est pas active  chez  cette 
plante alors que des molécules encore plus petites, le dimère, sont actives chez des cellules animales 
(Leiro et al. 2007). Il est possible que l’inefficacité de ces molécules d’ulvanes de plus petite taille ne 









pas bien  connu. Tandis que  la  laminarine  induit une activité phénylalanine ammonia‐lyase  chez  le 
tabac, l’hepta‐β‐glucane n’induit pas cette réponse (Klarzynski, et al. 2000). Une différence entre ces 
deux  molécules  est  l’enchaînement  des  résidus  et  la  fréquence  des  ramifications  dont  dépend 
l’exposition  de  la  chaine  linéaire  de  la  molécule.  La  conformation  tridimensionnelle  des 
oligosaccharides peut également  influencer  leur activité. Notamment  les OGA, en solution aqueuse 
retrouvent après un  certains  temps une  conformation dite en « boite à œuf »,  comme  celle de  la 
pectine. Sous  cette  forme,  les OGAs  sont perçus non  seulement au niveau des  jonctions entre  les 




hélicoïdal  avec une distance entre dimères de 7.4  à 9.9 Ä  (Paradossi  et al. 1999). Cette  structure 
ordonnée est  suffisamment  flexible pour être modifiée, en particulier  lors d’interactions  avec des 
cations au niveau des charges négatives. Au cours de l’étude de la structure 3D des macromolécules 
d’ulvanes,  Robic  et  ses  collaborateurs  n’ont  pas  retrouvé  ces  structures  hélicoïdales mais  ils  ont 













Un  autre point  important dans  l’étude  structure/fonction  des ulvanes  concerne  le  rôle de  son 
caractère  polyanionique,  et  plus  particulièrement  le  rôle  des  groupements  sulfates.  En  effet, 
différentes  études  réalisées  avec  plusieurs  éliciteurs  montrent  que  ces  groupements  seraient 
essentiels à  l’activité biologique de telles molécules. Par exemple,  les trois types de carraghénanes, 
kappa,  iota  et  lamda,  qui  présentent  respectivement  un,  deux  et  trois  groupements  sulfate  par 
dimère, ne présentent pas la même activité biologique (Patier, et al. 1995). Chez des protoplastes de 




et al. 2007). Malheureusement, nous n’avons pas pu  tester  le  rôle des groupements  sulfates dans 







éliciteurs glucidiques. A  titre  illustratif,  les acides glucuronique et  iduronique sont présents au sein 














d’hydrolyser  les  liaisons  entre  le  rhamnose  et  les  acides  glucururonique  et  iduronique  selon  une 
réaction de β‐élimination (Lahaye et al. 1997). Cependant, son activité est rapidement inhibée par les 









et efficace pour obtenir  l’éliciteur à partir de  la matière première, soit dans notre cas  les ulvanes à 
partir des algues vertes fraîches. Lors de  l’extraction à  l’eau chaude réalisée dans  le cadre de cette 
étude, le rendement est d’environ 5% de la matière sèche de départ. Pour améliorer les rendements 
lors  de  l’extraction  des  ulvanes,  Lahaye  et  ses  collaborateurs  effectuent  d’abord  une  hydrolyse  à 
l’aide d’acide sulfurique, puis une extraction en milieu alcalin avec du bicarbonate de sodium (Lahaye 
et  al.  1999).  Elboutachfaiti  et  al  ont  aussi  mis  au  point  un  protocole  d’extraction  permettant 
d’améliorer  significativement  le  rendement  puisqu’ils  extraient  17.5%  de  la  MS  initiale 
(Elboutachfaiti,  et  al.  2009).  Cependant,  cette  extraction  fait  intervenir  des  solvants  tels  que 
l’éthanol, l’acétone et le chloroforme peu compatibles avec un procédé industriel tant d’un point de 
vue  économique  qu’environnemental.  De  plus,  une  étude  récente  montre  que  les  techniques 
d’extraction  utilisées  influencent  la  composition  des  extraits  avec  des  différences  significatives 
observées au niveau des rendements d’extraction, de la pureté des extraits, de la masse molaire des 
ulvanes et du  taux de  sulfatation  (Robic, et al. 2009),  soulignant ainsi un autre point essentiel qui 
concerne la standardisation de la production afin d’en assurer la qualité. 
 
D’autres  facteurs  que  le  type  d’extraction  affectent  la  qualité  des  extraits  riches  en  ulvanes, 
notamment  le mode  de  conservation  des  algues  vertes.  En  effet,  les  ulvanes  sont  extraits  d’une 
source naturelle dont la composition chimique varie selon les récoltes en fonction des espèces, mais 
surtout  selon  les  conditions  environnementales.  Lors  d’un  travail  de  synthèse  des  données  de  la 
littérature,  Lahaye  et  ses  collaborateurs  ont  estimé  que  les  quantités  d’acides  uroniques  et  de 
rhamnose varient du simple au triple, soit entre 6.5% à 19% de  la MS pour  les acides uroniques et 









précis,  rapide  et  simple  de  la  composition  des  ulvanes  car  des  points  de  blocage  techniques 
persistent et on ne connait pas bien  le  lien entre  la composition et  l’activité des ulvanes puisque  le 
motif  éliciteur  minimum  n’a  pas  encore  été  identifié.  Une  méthode  envisageable  pour  vérifier 



























L’écotype No‐0 d’Arabidopsis  thaliana a été  transformé par Agrobacterium  tumefaciens afin de 
transférer une construction placée dans le plasmide pMAQ2 formée de l’association d’un promoteur 
constitutif  (35S)  et  de  la  séquence  codant  du  gène  de  méduse,  Aequorea  victoria,  codant 
l’apoaequorine (Knight et al. 1991, Sedbrook, et al. 1996).  
Les graines d’arabette transgéniques aimablement fournies par le Dr C. MAZARS sont stérilisées à 
l'eau de  javel  (1,2°) et à  l’éthanol  (50%), vernalisées  (2j, 4°C) puis  semées en conditions  stériles  in 
vitro  (16h/8h,  40%,  23°C)  sur  du  milieu  liquide  de Murashige  et  Skoog  (MS,  Sigma)  enrichi  en 





Les algues vertes  responsables des marées vertes dans  la baie de St Brieux ont été utilisées.  Il 
s'agit d'algues du genre Ulva, essentiellement de  l’espèce U. armoricana. Elles sont  ramassées par 















après  3  jours  afin  de  révéler  l'activité  β‐glucuronidase  in  situ,  et  par  dosage,  comme  décrit  par 
Jefferson (1987).  
Les révélations in situ ont été réalisées par incubation des tissus infiltrés avec un substrat de la β‐
glucuronidase,  le  X‐glucuronide  (Eurogentec),  puis  décoloration  avec  de  l'éthanol,  avant 
photographie.  
L’activité  enzymatique  de  la  β‐glucuronidase  a  été mesurée  par  fluorométrie  sur  les  extraits 
protéiques  issus des tissus  infiltrés (Jefferson et al. 1987). Brièvement, 100mg de tissus sont broyés 
dans 100µl de tampon GUS (100mM NaH2PO4, pH 7.0, 10mM EDTA) auquel à été ajouté du TritonX‐
100  (0,1%) et du  β‐mercaptoéthanol  (10mM).  Le  substrat  (1mM) de  la    β‐glucuronidase  (4‐methyl 
umbelliferyl glucuronide, Sigma) est ensuite ajouté à 25µl de l’extrait protéique dans un volume total 
de  200µl.  La  fluorescence  émise  a  été mesurée  toutes  les  5 minutes  pendant  90 minutes  à  37°C 
(excitation à 360nm, émission 460nm). Parallèlement,  la quantité de protéines de chaque extrait a 





Les  plantes  transgéniques  d’arabette  âgées  de  10  jours  sont  placées  3  par  3  dans  des  petites 
boîtes de Petri (30mm de diamètre), submergées par 500µl de coelenterazine (Interchim, France) à 
2µM  et  placées  à  l’obscurité  pendant  une  nuit  à  température  ambiante  afin  que  les  aequorines 
fonctionnelles se reconstituent. La coelenterazine est retirée avant  l’élicitation des plantes qui sont 
alors placées dans un  luminomètre  (Lumat LB9507, Berthold, Bad Wildbad, Germany). Après 2min, 
les éliciteurs dissous dans 500µl de milieu MS  liquide sont ajoutés: fractions  issues de  l’extrait brut 
d’algue  verte  à  1mg.ml‐1  ou  500µg.ml‐1, milieu MS  seul  (témoin  négatif), OGAs  de  DP7‐10  à  100 










suivante,  [Ca2+] =  {(L/Lmax)1/3 +  [KRT  (L/Lmax)1/3]‐1/{ KR‐  ‐  [KR  (L/Lmax)1/3} avec des valeurs de 









































quantité d’enzyme utilisée est de 100mg par gramme de  fraction  insoluble à  l’EtOH. La réaction se 









La  taille  des  molécules  présentes  dans  l’extrait  brut  d’algue  verte,  les  fractions  solubles  et 
insolubles à l’EtOH, a été déterminée en chromatographie d’exclusion stérique liquide à l’aide d’une 
colonne TSK 640000 ou Sepharose CL 6B (25×2,6cm) calibrée grâce à des standards de dextran dont 





600kDa  ont  été  rassemblées,  puis  lyophilisées  pour  former  la  fraction  600‐400kDa.  A  partir  du 
























par  électrophorèse;  une  coloration  au  bleu  de  Coomassie  a  ensuite  été  effectuée.  Les 
électrophorèses   pour western blot ont été réalisées dans  les mêmes conditions;  les protéines ainsi 
séparées  ont  été  transférées  sur  une membrane  de  nitrocellulose  afin  d’être  analysées  avec  des 
anticorps  polyclonaux.  Les  deux  types  d’anticorps  utilisés  reconnaissent  les HRGP  (hydroxyproline 
rich glycoprotein) et les HRP (hydroxyproline rich protein) de plantes. L’incubation avec les anticorps 









doser  les acides uroniques,  les protéines et  le  soufre.  Le  taux de matière  sèche des extraits bruts 
d’algue  verte  a  été  déterminé  en  faisant  le  rapport  entre  les masses mesurées  avant  et  après 
lyophilisation  des  préparations  obtenues.  La  quantité  d’acides  uroniques  a  été mesurée  selon  le 
protocole  décrit  par  Blumenkrantz  &  Asboe‐Hansen  (Blumenkrantz  and  Asboe‐Hansen  1973),  en 
utilisant  l’acide glucuronique comme standard. Les teneurs en protéines ont été déterminées selon 
les méthodes  de  Lowry  (Lowry  et  al.  1951).  La  quantité  d'  hydroxyproline  a  été  déterminée  par 
colorimétrie  selon  la  méthode  de  Kivirikko  (Kiviritto  and  Liesmaa  1959)  sur  les  fractions 





































L’étude  du  mode  d’action  d’un  éliciteur  est  assez  semblable  à  celle  d’une  interaction 
plante/parasite, car par définition, l’éliciteur est perçu par la plante, tout comme le parasite, en tant 
que  « non‐soi ».  Ainsi  doivent  être  abordés  le  mode  de  perception  de  l’éliciteur,  les  voies  de 
signalisation  induites et  les  réponses mises en place.  Il  s’agit de vastes champs d’exploration pour 
lesquels  de  nombreuses  connaissances  ont  été  acquises  ces  dernières  années,  bien  qu’encore 
partielles.  L’étude  du  mode  d’action  d’un  éliciteur  est  donc  nécessaire  pour  comprendre  son 
efficacité protectrice, la prédire ainsi que l’améliorer.  
 
Malgré  l’intérêt  suscité  par  les  éliciteurs,  encore  appelés  stimulateurs  des  défenses  naturelles 
(SDN),  leur usage est encore aujourd’hui  très  restreint dans  le  secteur agronomique. Une  critique 
majeure  adressée  aux  SDN  concerne  leur  efficacité.  En  effet, même  si  des  résultats  obtenus  en 
laboratoire montrent que certains SDN protègent les plantes vis‐à‐vis de maladies aussi efficacement 
que des pesticides,  ces observations ne  sont pas  la  règle dans  le  cas d’expérimentations dans  les 
champs. Bien que diverses  sources de variabilité aient été proposées,  les mécanismes permettant 
d’expliquer leurs effets sur la stimulation des défenses par des éliciteurs ne sont pas décrits. Cela est 
en partie dû au  fait que  le mode d’action de nombreux éliciteurs est totalement méconnu, d’où  la 
nécessité de  le  caractériser. De plus, à partir de  certaines  caractéristiques du mode d’action d’un 
SDN, son spectre d’efficacité peut être prédit. Notamment, l’identification des voies de signalisation 
hormonales induites en réponse au SDN indique contre quel type de microorganisme ce produit sera 
potentiellement  efficace.  En  effet,  il  est  communément  admis  que  l’induction  de  la  voie  de 






de nombreux éliciteurs  conduit à  l’identification de  récepteurs  spécifiques à  ces derniers. Ainsi,  la 
sélection de plantes qui expriment plus  fortement  le gène codant  le  récepteur pourrait permettre 
d’améliorer  leur  réponse  à  l’éliciteur,  donc  son  efficacité.  Dans  certains  cas,  le  gène  codant  le 










souvent  dicté  par  deux  types  de  contraintes :  la  disponibilité  d’outils  d’analyses,  et  plus 
particulièrement d’outils génétiques et génomiques,  l’intérêt agronomique de  la plante, voire de  la 
famille botanique. Ainsi,  la majorité des travaux a été réalisée chez  le tabac,  la vigne, et  l’arabette, 
ainsi que chez la luzerne sauvage et le riz dans une moindre mesure. Les résultats observés chez une 
plante doivent être transposés avec précaution chez une autre plante puisque certains mécanismes 
sont  distincts.  Ensuite,  il  faut  s’attacher  au  choix  des  techniques  selon  la  nature  de  l’étude,  la 
précision recherchée et  les moyens disponibles. Généralement, on distingue  les approches globales 
et  les  approches  ciblées.  Parmi  les  approches  globales,  les  plus  utilisées  sont  les  analyses 
transcriptomiques et les criblages de mutants. Seules ou bien parallèlement à ces analyses, d’autres 
approches plus ciblées peuvent être utilisées comme  l’étude de  l’expression de quelques gènes,  le 
dosage  de  certaines  activités  enzymatiques  et/ou  de  quelques  hormones,  le  comportement  d’un 
mutant d’intérêt, … Dans le cas d’un éliciteur qui ne stimule pas directement les réponses de défense 
des plantes mais qui les potentialise, toutes ces analyses peuvent aussi être réalisées mais elles sont 
généralement  étudiées non pas  en  réponse  à  l’éliciteur  seul mais  après  l’inoculation de  la plante 
traitée  par  l’éliciteur  en  question.  Pour  ces  situations,  il  est  indispensable  de  faire  un  choix 
supplémentaire, celui de l’agent pathogène utilisé. 
 
Dans  le  cadre  de  l’étude  du mode  d’action  des  ulvanes,  nous  avons  retenu,  dans  un  premier 
temps,  la plante modèle de  la  famille des  légumineuses, Medicago  truncatula. Précédemment,  les 
travaux  de  l’équipe  avaient montré  que  l’extrait  brut  d’algue  verte,  riche  en  ulvanes,  induit  des 
réponses  de  défense  chez  cette  plante  et  la  protège  contre  le  champignon  hémibiotrophe 
Colletotrichum  trifolii  (Cluzet,  et  al.  2004).  Elle  est  également  connue  pour  répondre  à  différents 






d’améliorer nos connaissances sur  le mode d’action de cet éliciteur. Par  la suite, certains  résultats 
ont été approfondis par la mise en place d’autres analyses plus ciblées. Nous avons aussi recherché 
























seulement  induisait  l’expression de  certains gènes de défense mais aussi protégeait M.  truncatula 
contre  Colletotrichum  trifolii.  Or,  nous  disposions  de  puces  à  ADN  afin  de  réaliser  des  analyses 
transcriptomiques sur un plus grand nombre de gènes de fonctions diverses. Nous avons choisi cette 
approche pour évaluer les effets des ulvanes chez cette plante et également pour évaluer  les effets 
de  traitements  par  des  phytohormones,  tels  que  le  SA  et  le  JA,  et  d’inoculations  par  un  agent 















de  l’Actilandes  comme  adjuvant  à  0.01%,  sont  prélevés  après  un,  deux  ou  six  jours.  Le matériel 
extrait des prélèvements à 1 et 2 jours a été mélangé en proportion égale, puis analysé séparément 
de celui obtenu à six  jours. A partir des données brutes, une analyse de variance a été réalisée sur 






   1‐2 jours  6 jours total 
sur‐exprimé  25  301  317 
sous‐exprimé  39  109  146 
 
Fig2‐1‐  Répartition  des  gènes  différentiellement  exprimés  en  réponse  aux  ulvanes  selon  leur 



































































Ainsi, en  réponse aux ulvanes, 317 gènes ont été  identifiés  comme  induits et 146  réprimés en 
associant  les réponses précoces  (après 1 et 2  jours) et tardives  (après 6  jours), avec un nombre de 
gènes  plus  important  à  6  jours  (Tableau2‐1).  Ces  gènes  ont  été  classés  en  8  groupes  selon  leur 
fonction :  la  perception,  la  signalisation,  la  transcription,  la  synthèse  protéique,  le  métabolisme 
primaire,  la  paroi,  le  métabolisme  secondaire  et  les  autres  réponses  de  défense  (Fig2‐1).  On 





affectent  l’expression  des  gènes  des  voies  de  signalisation  et  notamment  ceux  associés  à  la 
signalisation calcique  (TableauS2). En effet,  ils  induisent  l’expression de gènes codant des enzymes 
nécessaires à la production de phopholipides dont le phosphatidylinositol bisphosphate. Ce dernier, 
sous  l’action  d’une  phospholipase  C,  est  clivé  en  diacylglycérol  et  inositol  1,4,5‐triphosphate,  qui 
provoquent, respectivement, l’activation de protéines kinases et la libération de calcium. De plus, les 
ulvanes  induisent  l’expression de gènes dont  les produits participent à  la signalisation calcique telle 
que  des  protéines  kinases  dépendantes  du  Ca2+.  Les  ulvanes  modifient  aussi  l’expression  de 







Il est  intéressant de connaitre  les voies de signalisation hormonales  induites par un éliciteur car 
cela  peut  informer  sur  le  type  d’agent  pathogène  contre  lequel  la  plante  est  susceptible  d’être 
protégée. Lorsque ce travail a été initié, aucune donnée d’analyse transcriptomique chez des plantes 
adultes  de  M.  truncatula  n’était  disponible  en  réponse  aux  deux  principales  phytohormones 







      1‐2 jours 6 jours total
sur‐exprimé  MeJA 223  394  593 
BTH  36  247  283 
sous‐exprimé MeJA 255  176  431 











MT004351  phospholipase D  1.72 1.66 
MT014135  lipoxygenase 1.51 1.50 
MT015543  protéine induite par la blessure 1.54 1.57 
MT006789  défensine 2.31 1.85 
MT008333  protéine riche en hydroxyproline 2.08 2.01 
MT007566  inhibiteur de pectinesterase  1.80 1.51 
MT000246  inhibiteur de trypsine protease 37.31 6.41 
MT000087  inhibiteur de protease  1.83 1.73 
MT005382  phytochelatine synthetase 1.55 1.75 
MT014728  peroxydase 1.68 1.67 
MT002340  thioredoxine reductase 1.75 1.74 
MT004461  protéine induite par la chaleur 1.67 2.16 
MT015962  lipase GDSL 1.51 1.52 
MT000987  anthranilate N‐benzoyltransferase 1.51 1.52 
MT014991  tropinone reductase 1.53 1.77 
MT006133  4‐coumarate‐CoA ligase  1.71 1.85 


















































celle du MeJA est plus  intense avec 1024 gènes (Tableau2‐3). De plus,  le MeJA modifie  l’expression 
de nombreux gènes dès les temps précoces (1‐2 jours). Enfin, la proportion de gènes réprimés varie 





comme  dans  le  cas  des  ulvanes.  Toutefois,  une  proportion  importante  des  gènes  réprimés  a  été 
associée  au métabolisme  primaire  en  réponse  à  ces  deux  traitements  contrairement  à  celui  aux 
ulvanes. Parmi  les gènes affectés on  trouve des gènes marqueurs de  chaque voie de  signalisation 





certaines  voies  de  signalisation  tels  des  kinases  et  des  phosphatases,  la  transcription  et  le 










Le  pathosystème  développé  dans  l’équipe  entre  M.  truncatula  et  le  champignon  pathogène 
foliaire hémibiotrophe, Colletotrichum  trifolii  (Torregrosa et al. 2004), a été utilisé afin d’identifier, 











Oligo16kPlus  annotation   rapport d'expression    ulvanes  C. trifolii 
plante sensible 
MT000317  synthetase AMP‐dependent  2.58  1.90 
MT000564  germine  0.66  0.65 
plante résistante 
MT002447  facteur de transcription  B3, réponse à l’auxine  1.51  1.55 
MT012815  protéine de résistance aux maladies  2.05  1.57 
*  MT004461  protéines de choc thermique  1.67  1.92 
*  MT005526  adenylylsulfate kinase  1.91  1.62 
*  MT013730  copper amine oxidase  1.93  1.60 
*  MT002340  oxidoreductase type pyridine nucleotide‐disulphide   1.75  1.55 
*  MT009415  ABC transporteur  1.56  1.74 
MT002528  transporteur de bicarbonate   1.50  1.54 
MT004247  coatomère, sous unité alpha  1.74  1.57 
MT006723  protéine membranaire  1.56  1.67 
MT015897  inconnu  1.59  1.59 
MT011051  inconnu  1.50  1.69 
MT011586  inconnu  1.52  1.56 
MT013413  inconnu  1.56  1.53 
MT016282  facteur de transcription Myb  0.60  0.66 
MT001108  protéine F‐box  0.64  0.65 
MT013507  protéine de résistance type NB‐ARC  0.53  0.58 
MT003736  apoprotéine A2 du photosynthème P700   0.54  0.55 






















(QTL)  dans  la  résistance  à  ce  parasite,  Ct1,  préalablement  identifié  en  haut  du  chromosome  4 




obtenue après  l’application des ulvanes. Ainsi,  la réponse de  la plante résistante est plus proche de 
celle  des  ulvanes  que  la  réponse  de  la  plante  sensible  (Fig2‐4).  Parmi  les  gènes  co‐induits  et  co‐
réprimés ont été identifiés des facteurs de transcription de type B3 et Myb, ainsi qu’une protéine F‐
box, dont  l’expression est aussi modifiée en  réponse à des agents pathogènes  racinaires que  sont 
l’oomycète  Aphanomyces  euteiches  et  le  champignon  Phymatotrichopsis  omnivora  (Tableau2‐5). 
Cinq autres gènes peuvent être associés à un stress oxydant soulignant un rôle des espèces activées 
de  l’oxygène dans  les mécanismes de  résistance  (marqués par* dans  la Tableau2‐5). La protection 
induite par les ulvanes chez M. truncatula vis‐à‐vis de C. trifolii pourrait s’expliquer en partie par ses 
effets  sur  l’expression  de  certains  gènes  identifiés  comme  « naturellement »  affectés  lors  de  la 
réponse d’une plante résistante à cet agent pathogène.  
Les  effets  sur  le  transcriptome  de M.  truncatula  d’un  autre  agent  pathogène,  le  champignon 
biotrophe Erysiphe pisi responsable de l’oïdium, ont aussi été évalués par le laboratoire de D. Samac 
(Foster‐Hartnett, et al. 2007). En comparant ces données à celles obtenues en réponse aux ulvanes, 
seule  une  enzyme  de  la  voie  des  isoprénoïdes  a  été  identifiée  comme  réprimée  dans  les  deux 






gènes  à  un  temps  donné.  Toutefois,  l’expression  d’un  gène  ne  s’accompagne  pas  toujours  de 
l’accumulation  et  de  l’activité  des  protéines  correspondantes  en  raison  de  régulations  à  d’autres 
niveaux. Ainsi, afin de valider certains effets des ulvanes observés lors de l’analyse transcriptomique, 
nous  avons  choisi  d’étudier  ces  réponses  en  nous  plaçant  à  d’autres  niveaux.  Cette  analyse 
transcriptomique a permis de mettre en évidence un effet des ulvanes sur  la signalisation calcique. 
Dans  le  premier  chapitre,  nous  avons  montré  que  les  ulvanes  induisaient  une  variation  de  la 











à partir des  feuilles de M.  truncatula  traitées par  (A) du MeJA,  (B) des ulvanes et  (C) du BTH. Les 





































































































La production d’inhibiteurs de protéases est une  réponse  souvent observée  lorsque  la  voie de 
signalisation dépendante du JA est  induite. Lors de  l’étude transcriptomique, nous avons pu mettre 
en évidence que les ulvanes induisaient l’expression de plusieurs gènes codant ce type de protéines. 
C’est  pourquoi  nous  avons  examiné  si  cela  se  traduisait  aussi  par  une  augmentation  de  l’activité 
inhibitrice de protéase dans  les tissus foliaires. Comme  le montre  la Fig2‐5,  il apparaît bien que  les 
ulvanes  induisent une activité  inhibitrice de trypsine nettement supérieure à celle des tissus traités 






niveau  de  cette  hormone  en  raison  de  son  effet  inducteur  des  enzymes  de  sa  voie  de  synthèse, 
notamment  les  lipoxygénases. Ainsi,  le traitement au MeJA entraîne une accumulation rapide dans 
les  tissus  foliaires  de  JA  libre  (Fig2‐6‐A).  Ceci  s’accompagne  d’effets  antagonistes  sur  les  voies 
hormonales du SA et de  l'ABA. Afin d’appuyer  les résultats de  l’analyse transcriptomique suggérant 
l’activation de la voie de signalisation JA par les ulvanes, nous avons dosé, en réponses à ces derniers, 
les  trois hormones,  JA,  SA et ABA  (Fig2‐6‐B). Comme  le montre  les  résultats,  seuls  le MeJA et  les 
ulvanes  stimulent  la production de  JA, de  façon  tout à  fait  significative, même  si  l'effet est moins 
précoce  et moins  intense  en  réponses  aux  ulvanes,  pour  les mêmes  raisons  d'accessibilité  déjà 
évoquées  ci‐dessus.  Les  ulvanes  et  le  MeJA  ont  sensiblement  les  mêmes  effets  sur  les  autres 
hormones, matérialisés par une  réduction progressive des quantités de SA  libre et une diminution 
transitoire d'ABA. Le traitement par le BTH confirme l'effet inducteur du SA, avec l'augmentation des 
formes totales de SA et dans une moindre mesure des formes  libres, et  inhibiteur du JA  (Fig2‐6‐C). 









ulvanes affectent  la voie de signalisation du  JA. Ceci pourrait expliquer  leurs effets éliciteurs des 
défenses des plantes. Pour approfondir nos connaissances,  il était nécessaire d’utiliser des outils 
génétiques,  et plus particulièrement des mutants  affectés dans  les  voies de  signalisation. Or,  la 
disponibilité de mutants, bien qu’en pleine expansion, est encore  limitée chez M.  truncatula  (Le 
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que  cette  plante  était  capable  de  répondre  aux  ulvanes,  en  particulier  en  affectant  la  voie  de 






Les  résultats précédents ont montrés que  les ulvanes ont des effets éliciteurs,  suggérant qu’ils 
sont  perçus  par  les  plantes.  Or,  les  éliciteurs,  pour  lesquels  le mode  de  perception  est  connu, 
impliquent  leur  interaction  avec  un  récepteur.  Ces  derniers,  nommé  RLKs  pour  récepteur‐like 
kinases,  sont  généralement  constitués  d’une  partie  extracytoplasmique  capable  d’interagir  avec 
l’éliciteur et d’une partie intracellulaire, de type kinase, afin de transmettre le signal et d’induire les 
réponses de  la plante.  Les ulvanes étaient potentiellement perçus par  ce  type de  récepteur, nous 
avons recherché des mutants RLKs incapables de les percevoir. Il a donc été nécessaire de mettre au 
point  un  test  simple,  rapide  et  peu  coûteux  pour  déterminer  si  un mutant  répond  ou  non  aux 
ulvanes. Nous nous sommes  inspirés de  tests ayant déjà permis  l’identification de  récepteur à des 
éliciteurs. Ainsi,  le  récepteur à  la  chitine, CERK1, a été  identifié  car  le mutant  correspondant était 
incapable de produire des espèces activées de  l’oxygène (ROS) en réponse à  la chitine  (Miya, et al. 









émise  lors de  l’oxydation du  luminol par une peroxydase pendant 30 min. Ces expériences ont été 
réalisées sur des disques foliaires d’A. thaliana. Alors que flg22, peptide  isolé de  la flagelline,  induit 











Fig2‐9‐ Effets des ulvanes  sur  la  croissance de différents mutants d’A.  thaliana.  Les plantes  sont 
pesées  après  avoir  été  cultivées  pendant  sept  jours  dans  un milieu  liquide  avec  des  ulvanes.  Les 














































induite  par  ce  dernier,  alors  qu’un  prétraitement,  pendant  une  nuit,  des  disques  foliaires  par  les 
ulvanes  limite  très  fortement  la production d’H2O2 en  réponse à  flg22. Cet effet n’est pas observé 
lorsque  le  prétraitement  est  réalisé  avec  un  autre  polysaccharide  sulfaté  algal,  les  carraghénanes 
(Fig2‐7‐B). 






vitro de M.  truncatula par  les ulvanes  réduisait  fortement  leur croissance  (Fig2‐8‐A), alors que des 




Sur  cette base, nous avons  recherché des mutants qui  seraient affectés dans  leur  réponse aux 







Afin  d’identifier  un  récepteur  potentiel  aux  ulvanes,  nous  avons  criblé  une  collection  de  43 
mutants d’A.  thaliana affectés dans des récepteurs de  type RLKs en utilisant  le  test d’inhibition de 
croissance.  Parmi  eux,  certains  sont  affectés  dans  des  gènes  de  fonction  connue  tels  que  les 
récepteurs à  la  flagelline, FLS2, et au  facteur d’élongation, EFR, ainsi que  les gènes SERK1‐5   dont 
SERK3, aussi nommé BAK1, qui participe à la perception de divers signaux (Zipfel, et al. 2004).  
C’est ainsi que, nous avons mis en évidence un mutant qui répondait moins aux ulvanes puisque 
sa  croissance  in  vitro  était moins  inhibée  par  ces  derniers.  Ce mutant  est  affecté  dans  le  gène 
At1g17750 qui code un récepteur, PEPR2, de fonction inconnue (Fig2‐9), lequel possède plus de 60% 



































































































Chez A.  thaliana, des  gènes marqueurs des deux principales  voies de  signalisation hormonales 
liées à  la défense  sont bien  caractérisés. Par exemple,  le gène PDF1.2 qui  code une défensine est 
contrôlé par la voie du JA, alors que le gène PR1a et le gène PR5, qui code pour une thaumatine, sont 





avons  confirmé  l’absence  d’effet  inducteur  des  ulvanes  sur  le  gène  PR1a  en  quantifiant  l’activité 
glucuronidase  dans  des  tissus  de  plantes  d’arabette  transgéniques  qui  expriment  le  gène 
correspondant sous contrôle du promoteur de PR1a infiltrés par  les ulvanes  (Fig2‐10‐B). Chez cette 
plante,  des  gènes  clés  de  ces  voies  de  signalisation  sont  connus  et  les  mutants  correspondant 
incapables d’induire celles‐ci sont disponibles. Nous avons utilisé les mutants jar1.1, NahG et aba3.1 
qui sont respectivement  incapables d’activer  les voies de signalisation dépendantes du JA, SA et de 
l’ABA. En réponse aux ulvanes,  l’induction de PDF1.2 a été perdue chez  les mutants  jar1 et aba3.1, 
alors qu’elle est plus  intense chez  la plante NahG  (Fig1‐10‐C). Ceci est cohérant avec  le  fait que  la 
voie JA est favorisée lorsque le SA diminue. 












Fig2‐12‐ Effets des ulvanes  sur  la  croissance  in‐vitro des mutants DELLA.  (A)  Le quadruple et  (B) 










































































Par  comparaison  à  l’implication  de  la  voie  de  signalisation  des  acides  gibbérelliques  dans 
l’inhibition  de  la  croissance  entrainée  par  la  flagelline,  nous  avons  émis  l’hypothèse  que  cette 
hormone  pourrait  aussi  médier,  au  moins  partiellement,  l’inhibition  de  croissance  observée  en 
réponse  aux  ulvanes.  En  effet,  la  voie  de  signalisation  des  GAs  régule  les  phénomènes  de 
prolifération  et  d’expansion  cellulaire  (Achard,  et  al.  2008). De  plus,  nous  avons  observé  que  les 
ulvanes modifient  l’expression de  certains  facteurs  de  transcription GRAS,  connus pour  réguler  la 















hypothèse, nous  avons  cherché  à  reverser  l’effet des ulvanes  sur  la  voie GA par  ajout de  formes 
actives de ces hormones ou en utilisant des mutants où cette voie est constitutivement induite.    
Seulement  quelques  formes d’acides  gibbérelliques  sont  actives,  comme  la GA3 qui  est  la plus 
utilisée  en  culture  in  vitro  et  sur plantes  entières. Ajoutée  à une  concentration de  10µM dans  le 
milieu de culture, cette hormone ne modifie pas la croissance in vitro de plantes d’A. thaliana (Fig 2‐











Fig2‐13‐ Schéma des dernières étapes de  synthèse des  formes actives de GA.  Les  formes actives 





Fig2‐14‐  Expression  des  gènes  régulant  la  voie  des  GAs.  L’expression  des  gènes  codant  (A)  les 






























































responsables de  la synthèse des  formes actives de GA, notées GA‐20‐ox et GA‐3‐ox  (Fig2‐13), ainsi 
que celle des cinq facteurs DELLAs en réponse aux ulvanes et au MeJA. 









peut  déduire  que  les  ulvanes  modifient  l’expression  de  certains  gènes  associés  à  la  voie  de 












De  manière  très  intéressante,  cette  étude  réalisée  chez  A.  thaliana  met  en  évidence 
l’importance des voies de signalisation hormonales dans l’activation des défenses en réponse à un 
éliciteur  tel  que  les  ulvanes,  et  plus  particulièrement  celle  des  interconnections  entre  elles : 
l’induction de la voie JA s’accompagne d’un répression non seulement de la voie SA mais aussi de la 









L’objectif  de  cette  partie  des  travaux  était  d’élucider  le  mode  d’action  des  ulvanes  afin 
d’appréhender  leurs  effets  protecteurs  chez  certains  couples  plante‐parasite,  d’identifier  de 
nouvelles  applications  potentielles  et  d’améliorer  leur  efficacité.  Pour  cela,  nous  avons,  à  la  fois, 










de gènes codant des enzymes du métabolisme  secondaire, dont certaines  sont  responsables de  la 
synthèse  de  phytoalexines  comme  la médicarpine.  La  production  de  cette  dernière  est  souvent 
accrue  en  réponse  à  des  agents  pathogènes,  comme  l’oomycète  Aphanomyces  euteiches  et  les 
champignons  Colletotrichum  trifolii  et  Phoma  medicaginis,  à  des  éliciteurs  tels  qu’un  extrait  de 
levure,  ainsi qu’à des phytohormones  tel  le MeJA  (Ameline‐Torregrosa,  et al. 2008,  Jasinski  et al. 
2009, Naoumkina et al. 2007, Torregrosa, et al. 2004).  Les ulvanes  induisent aussi  l’expression de 
plusieurs  gènes  codant  des  inhibiteurs  de  protéase  comme  cela  est  généralement  observé  en 
réponse  à  une  blessure  ou  après  l’attaque  d’un  herbivore  (Koiwa  et  al.  1997,  Ryan  1990). 
Historiquement,  ces protéines étaient associées aux défenses  induites  contre  certains  insectes  car 
elles  inhibent  l’activité  d’enzymes  digestives.  D’autres  résultats  montrent  que  leurs  effets  sont 
beaucoup  plus  étendus  puisqu’elles  participent  aux  défenses  contre  des  virus,  des  bactéries,  des 
champignons  et  des  nématodes.  Ainsi,  les  ulvanes,  dont  l’efficacité  a  été  montrée  contre  un 
champignon  pathogène,  pourraient  aussi  être  utilisés  contre  des  insectes  ou  des  virus.  L’activité 










2‐  Les  ulvanes  ne  perturbent  pas  la  croissance  et  le  développement  des 
plantes adultes. 
 
L’activation  des  réponses  de  défense  entraîne  souvent  un  coût  énergétique  pour  la  plante  et 
réduit ainsi sa  fitness  (Purrington 2000, Rigby et al. 2002, Zavala et al. 2004). Dans certains cas,  le 
métabolisme primaire,  en particulier  la photosynthèse, est  altéré  (Aldea  et al. 2006, Nabity  et al. 
2009,  Tang  et  al.  2009,  Tang  et  al.  2006).  Pour  limiter  ces  effets  néfastes,  il  est  apparu  plus 
intéressant d’utiliser des molécules qui n’affectaient pas directement  les réponses de défense mais 
qui les potentialisaient, comme le BABA à certaines concentrations (van Hulten, et al. 2006). D’après 
notre  étude  transcriptomique,  les  ulvanes  n’ont  pas  d’effet  néfaste  sur  la  photosynthèse  de M. 
truncatula,  contrairement au BTH et au MeJA, et n’augmentent pas  significativement  la demande 
énergétique  de  la  plante.  Il  est  aussi  apparu  que  des  traitements  répétés  n’affectaient  pas  les 
capacités photosynthétiques de plantes cultivées en pots de terreau, ni leur production de biomasse 
ou encore leur cycle de reproduction. Ainsi, les ulvanes n’entraînent pas d’effets dommageables sur 







Nous  avons  mis  en  évidence  que  les  ulvanes  activaient  la  voie  de  signalisation  hormonale 
dépendante de  l’acide  jasmonique  (JA)  chez  trois plantes de  familles botaniques différentes. Tout 
d’abord,  les ulvanes  induisent une  signature  transcriptomique  chez M.  truncatula qui présente de 
fortes similitudes avec celle observée en réponse au MeJA. Ainsi, ils entraînent une augmentation de 
la teneur en forme libre de JA dans les tissus foliaires de cette plante, ainsi que de l’activité inhibitrice 
de  protéase.  Les  ulvanes  induisent  aussi  l’expression  d’autres  gènes  sous  contrôle  de  cette  voie 
comme la défensine PDF1.2 chez A. thaliana et la lipoxygénase NtLOX1 chez le tabac (Fammartino et 
al.  2007,  Kessler  et  al.  2004,  Penninckx  et  al.  1996).  Par  contre,  les  ulvanes  n’induisent  pas 
l’expression de gènes régulés par la voie de signalisation dépendante de l’acide salicylique (SA), tels 









brunes,  induisent  la  production  de  protéines  PR  basiques  via  l’activation  de  cette  voie  de 
signalisation  chez  le  tabac  (Menard,  et  al.  2004).  La  laminarine  induit  aussi  l’expression  d’une 
lipoxygénase, enzyme qui  catalyse  la première étape de  la  synthèse de  JA  (Klarzynski, et al. 2000, 
Schaller 2001, Shinya, et al. 2006). De même,  les produits de  la dégradation de  la pectine par  les 
enzymes microbiennes activent cette voie de signalisation (Doares, et al. 1995).  
L’activation de la voie de signalisation dépendante du JA est responsable de la mise en place de la 
résistance  systémique  induite  (ISR)  comme  cela  a  pu  être  observé  en  réponse  aux  bactéries 






que  celle du  JA. Par exemple,  ils  induisent  l’expression de  facteurs de  transcription GRAS  chez M. 
truncatula et  répriment  celle d’un  facteur de  transcription GRAS  type DELLA  chez A.  thaliana. Ces 
facteurs  de  transcription  régulent  la  voie  de  signalisation  dépendante  des  acides  gibbérelliques 
(GAs), hormones qui contrôlent non seulement le cycle de développement des plantes dont celui A. 
thaliana (Weiss and Ori 2007), mais aussi des réponses de défense contre des agents pathogènes. En 
effet,  la  stabilisation  des  protéines  DELLA,  et  donc  la  répression  de  la  voie  GA,  entraîne  une 






plantes.  En  réponse  aux  ulvanes,  une  inhibition  de  la  croissance  in  vitro  des  plantes  a  aussi  été 
observée mais elle n’a pas pu être expliquée par une répression de la voie GA. 
Les  ulvanes  semblent  également  réprimer  la  voie  de  signalisation  dépendante  de  l’acide 
abscissique  (ABA)  dans  la mesure  où  ils  réduisent  les  quantités  libres  de  cette  hormone  dans  les 
tissus foliaires des plantes traitées. Cet effet peut être une conséquence de l’activation de la voie du 
JA comme suggéré par de nombreux résultats montrant des effets antagonistes entre ces deux voies 















Contrairement  à  de  nombreux  éliciteurs  et  divers  types  d’attaques  parasitaires,  les  ulvanes 
n’induisent pas  la production d’espèces activées de  l’oxygène  (ROS), telles que représentées par  le 
peroxyde  d’oxygène.  En  effet,  des  éliciteurs  glucidiques  tels  que  la  laminarine  ou  les 
oligogacturonates  induisent une  très  forte production de ROS quelques  instants après  leur contact 
avec  le matériel  végétal étudié  (Aziz, et al. 2004, Klarzynski, et al. 2000, Menard, et al. 2004). Ce 
phénomène est généralement associé à des variations calciques cytoplasmiques et/ou nucléaires, en 
particulier au niveau de  la mitochondrie  (Feissner et al. 2009). En réponse aux ulvanes, bien qu’on 
n’observe  pas  de  stress  oxydant,  nous  avons  pu mettre  en  évidence  un  effet  sur  la  signalisation 
calcique qui se traduit par une augmentation rapide, significative et transitoire de sa concentration 
cytosolique. Ainsi,  il  semble que  ces deux  voies de  signalisation  souvent  induites de manière  très 
précoce dans de nombreux systèmes peuvent être dissociées (Yan, et al. 2006). De plus, des essais in 
vitro montrent  que  les  ulvanes  possèdent  des  propriétés  antioxydantes  telles  que  la  capacité  à 
s’associer  aux  radicaux  hydroxyles  et  superoxydes  (Qi  et  al.  2005,  Qi  et  al.  2006).  D’après  nos 
résultats, les ulvanes ne sont pas capables de piéger les ROS produits en réponse à flg22, cependant 
lorsque  qu’ils  sont  appliqués  un  certain  temps  avant  l’ajout  d’un  éliciteur  provoquant  un  stress 
oxydant,  ils  réduisent  fortement  la  production  de  ROS.  Ces  résultats  suggèrent  que  les  ulvanes 
induisent  les systèmes de détoxication et/ou répriment  les systèmes de production de ROS.  Il n’est 
pas  possible  de  trancher  entre  ces  deux  hypothèses  à  la  lumière  des  effets  des  ulvanes  sur  le 
transcriptome  de  M.  truncatula.  Toutefois,  un  gène  codant  une  oxydase  associée  au  burst 
respiratoire,  dont  un  orthologue  a  été  identifié  comme  responsable  de  la  production  de  ROS  en 
réponse  à  flg22  chez A.  thaliana  (Nuhse  et  al.  2007),  est  très  fortement  réprimé  sous  l’effet  des 










Fig2‐15‐  Schéma  récapitulatif  du mode  d’action  de  l’extrait  d’algue  verte.  (1)  Tout  d’abord,  le 
principe actif de  l’extrait à été  identifié comme étant un polysaccharide de haut poids moléculaire, 
l’ulvane. Ce  sucre est essentiellement  formé de  l’enchaînement d’acide uronique  et de  rhamnose 
sulfaté. (2) Ce sucre est reconnu comme du « non‐soi » par les cellules végétales. Il est reconnu soit 
par un récepteur comme  les MAMPs, soit via son action sur  la paroi végétale comme un DAMP. (3) 
Ainsi  perçus,  les  ulvanes  induisent  une  augmentation  de  la  concentration  calcique  cytoplasmique 
(Ca2+cyt),  (4)  une  réduction  de  la  production  de  ROS,  (5)  ainsi  qu’une  activation  de  la  voie  de 
signalisation hormonale dépendante de l’acide jasmonique (JA) accompagnée d’une répression de la 
voie de l’acide salicylique. (6) Les ulvanes entraînent aussi des modifications de l’expression génique 
(7) qui pourraient être amplifiées par  la perception de peptides endogènes  tels que  ceux  issus de 
PROPEP1  par  le  récepteur  PEPR2.  Ces  réponses  aboutissant  (8)  à  la  production  de métabolites 
secondaires,  (9)  au    renforcement  pariétal  et  (10)  la  synthèse  de  composés  antimicrobiens.  (11) 









































Les  ulvanes  élicitent  non  seulement  le  système  immunitaire  des  plantes mais  aussi  celui  des 
animaux  comme  le montre  leur  effet  sur  l’expression  de  gènes  codant  des  interleukines  et  des 
chimiokines  (Leiro,  et  al.  2007).  Alors  que  ces  molécules  sont  reconnues  par  ces  différents 
organismes,  leur mode  de  perception  n’est  pas  encore  élucidé.  Il  en  est  de même  pour  d’autres 
éliciteurs polysaccharidiques, tels que la laminarine et les fucanes. 








1998). Or, ceux‐ci ne  semblent pas être perçus par  les cellules via  leur  interaction directe avec un 
récepteur  mais  plutôt  par  leur  effet  sur  un  autre  complexe  ligand‐récepteur  composé  d’acide 
hyaluronique  et  de  la  protéine  CD44.  Les  ulvanes  pourraient  avoir  le  même  type  d’action,  en 
particulier chez les plantes. En effet, ils sont proches d’un polysaccharide pariétal, la pectine, de par 
la nature des oses et leurs charges. Très récemment, le mode de perception de fragments de pectine 
que sont  les OGA a été élucidé  (Cabrera, et al. 2008).  Ils seraient reconnus par  le récepteur WAK1 
sous  leur forme tridimensionnelle en boîte à œuf contenant des  ions calcium. De part  leur charges 
négatives,  les  ulvanes  pourraient  complexer  les  ions  calcium  nécessaires  à  la  structure 
tridimensionnelle  des  OGA  et  modifier  ainsi  l’interaction  des  pectines  avec WAK1.  Dans  un  tel 
schéma,  les ulvanes seraient perçus de  façon  indirecte, par  leurs effets perturbateurs de  l’intégrité 
pariétale. 
 
L’étude  du  mode  d’action  des  ulvanes  a  permis  d’obtenir  un  ensemble  de  résultats  très 
prometteurs  pour  comprendre  et  améliorer  leur  efficacité  selon  les  couples  plantes‐parasites 



















Fig2‐16‐ Génotypes des  lignées  isogéniques 210A et 210F au niveau de  la  région Ct1.  Le QTL de 
résistance à Colletotrichum trifolii chez M. truncatula, Ct1, est situé en haut du chromosome 4 entre 
8‐12cM  (Ameline‐Torregrosa et al., 2008).  La  ligné 210,  issue de  la  septième autofécondation  (F7) 
après le croissement A17×F83005.5, est hétérozygote (H) dans la région Ct1, en particulier au niveau 
des marqueurs h2‐8d13a, mtCt12 et mtCt14. A partir d’une autofécondation  supplémentaire  (F8), 
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Les plantes de Medicago  truncatula  sauvage  ,lignée  F83005.5,  fournies par  le Dr  J.M. Prosperi 
(ENSAM,  INRA  Montpellier,  France)  ont  été  retenues.  Nous  avons  aussi  utilisé  deux  lignées 
isogéniques sélectionnées à partir d’une famille hétérogène de plantes recombinantes provenant de 
plusieurs  autofécondations  de  lignées  issues  du  croisement  entre  les  génotypes  A17  x  F83005.5 
(Ameline‐Torregrosa, et al. 2008). Ces deux lignées isogéniques, nommées 210 A et 210F, ségrégent 
complètement  dans  la  région  conférant  la  résistance  à  Colletotrichum  trifolii,  Ct1,  et  possèdent 
respectivement  les  allèles  de  A17  et  F83005.5  (Fig2‐16).  Les  graines  sont  stérilisées  à  l’acide 
sulfurique  (100%, 5 min), puis  rincées plusieurs  fois avant d’être déposées sur milieu gélosé  (agar, 





























insoluble  à  l’EtOH préparée  à  la  concentration de 1mg.ml‐1,  à  laquelle  a été  ajoutée un  adjuvant, 
l’Actilandes,  à  0.01%. Cette  solution  aqueuse  a  été pulvérisée  sur  l’ensemble des parties  foliaires 
jusqu’à  ruissellement.  De  la  même  manière,  des  plantes  ont  été  traitées  avec  une  solution 
d’Actilandes à 0.01% afin de constituer un contrôle négatif. Deux autres  traitements, utilisant une 





Après une  semaine de développement  comme précédemment décrit,  les plantes d’Arabidopsis 
ont été  transférées dans des plaques 24 puits à  raison d’une plante par puits contenant 250µl de 















Les  plantes  ont  été  élicitées  comme  décrit  dans  le  paragraphe  2‐1.  Seules  les  feuilles  ont  été 


















































































































































extractions d’ARN ont été  réalisées, soit deux  répétitions  techniques par  répétition biologique. Les 
ARN  issus des  tissus  récoltés un  jour après  l’élicitation ont été mélangés en quantité égale à ceux 




Nous  avons  réalisé  les  analyses  transcriptomiques  chez  M.  truncatula  grâce  aux  puces 
Mt16kOLI1Plus,  fabriquées  par  l’université  de  Bielfeld  (Allemagne).  Chaque  puce  comprend  une 
collection  d’oligonucléotides  de  70mer  construite  à  partir  de  tous  les  unigènes  (TCs)  issus  de  la 
version  5  du  TIGR  M.  truncatula  Gene  Index  version  5  par  la  société  Operon 




Les ARN  totaux  ont  été  extraits  des  tissus  foliaires  récoltés  et  finement  broyés  en  utilisant  le 
réactif TRIzol  (Invitrogen).  Ils ont été ensuite purifiés et  concentrés  sur des  colonnes Microcon‐30 
(Millipore). Nous avons utilisé 5µg de ces ARN  totaux afin de synthétiser  les ADNc correspondants 
marqués par  le Cy3 ou  le Cy5.  La  réverse  transcription a été effectuée  grâce au  kit CyScribe  First 




au  Nanodrop  (Thermo  Scientific)  en mesurant  l’absorbance  à  260,  550  and  650nm.  Nous  avons 
sélectionné les échantillons présentant un taux de nucléotides marqués de plus de 20% pour réaliser 








(Ismoy) et du bruit de  fond  (Ibmoy). Toutes  les données associées à une  valeur de R<0.7 ont été 










gène  fonction   amorce sens  amorce antisens 
At5g44340  βtubuline  5’‐GAGGGAGCCATTGACAACATCTT‐3’  5’‐GAGGGAGCCATTGACAACATCTT‐3’ 
At3g18780  actine2  5’‐TCGCTGACCGTATGAGCAAAGAA‐3’  5’‐TGGAATGTGCTGAGGGAAGCA‐3’ 
At2g14610  PR1  5’‐GGAGCTACGCAGAACAACTAAGA‐3’  5’‐CCCACGAGGATCATAGTTGCAACTGA‐3’ 
At5g44420  PDF1.2  5’‐TCATGGCTAAGTTTGCTTCC‐3’  5’‐AATACACACGATTTAGCACC‐3’ 
At1g75040  PR5  5’‐CGGTACAAGTGAAGGTGCTCGTT‐3’  5’‐GCCTCGTAGATGGTTACAATGTCA‐3’ 
At5g24780  VSP1  5’‐GGATCGAAGTTGACGCAAGTG‐3’  5’‐CTCAACCAAATCAGCCCATTG‐3’ 
At1g72260  Thi1.2  5’‐CTCGAAAACTCAGCTGATGCTACC‐3’  5’‐AGAGTTCTGGAGAGTGTTCATGGC‐3’ 
At5g64900  PROPEP1  5’‐CCTATCAGATCTCAATGGAGAAAT‐3’  5’‐CAATGTAACTTAAAGTGCCTAATTATG‐3’ 
At1g14920  GAI  5’‐TCTGTTCAACGGCGGTGAGG‐3’  5’‐TTTCCAAGCCGAGGTGGCTATG‐3’ 
At2g01570  RGA  5’‐TGGCCAAGGTTATCGTGTGG‐3’  5’‐CGCCGTCGAGAGTTTCCAG‐3’ 
At1g66350  RGL1  5’‐ACTTTATGCCGGGGCTGATG‐3’  5’‐TGATTCGCCACGCAGATGTTGC‐3’ 
At3g03450  RGL2  5’‐CGCTTTACGCTACCGGAGATG‐3’  5’‐GAGTTTCCACGCCGAGGTTG‐3’ 
At5g17490  RGL3  5’‐TCTGGCGGTGGAGATGGATAC‐3’  5’‐GCTAGTTTCCACGCCGATGC‐3’ 
At4g25420  20ox  5’‐GGTTTCTTCCTCGTGGTCAA‐3’  5’‐CCAACATCTCACCGGATTTT‐3’ 





ont  été  traitées  séparément.  Elles  ont  été  normalisées  par  régression  linéaire  locale  grâce  à  la 
fonction  Lowess  disponible  dans  depuis  la  «  bibliothèque  »  limma  du  logiciel  R  (http://www.r‐
project.org/), puis traitées afin d’identifier le niveau d’expression des gènes selon le traitement et sa 
significativité grâce à un script développé sous R (TableauS1). L’ensemble des données a été déposé, 





Les  plantes  ont  été  élicitées  comme  décrit  dans  la  paragraphe  2‐1.  Seules  les  feuilles  ont  été 






Ensuite,  nous  avons  choisi  d’étudier  des  gènes  dont  l’expression  est  contrôlée  par  les  voies  de 
signalisation hormonales : PR1( At2g14610 )dépendant du SA ; et parmi ceux répondant au JA, nous 












Les ARN  totaux ont été extraits à partir de 100mg de  tissus  foliaires broyés  finement à  l’azote 









utilisés  pour  quantifier  l’expression  de  gènes  d’intérêt  par  PCR  quantitative.  Dans  ce  but,  les 
expériences sont réalisées sur un système ABI Prims SDS 7900HT (Applied Biosystems). Brièvement, 
la  réaction  s’effectue dans un volume  final de 10µl  contenant 2µl des ADNc dilué au 1:50, 5µl de 






cycles d’amplification nécessaires pour atteindre une valeur  seuil de  fluorescence  : Ct. Ces valeurs 
sont  ensuite  normalisées  par  rapport  au  gène  de  référence,  puis  par  rapport  au  témoin  par  la 











L’extraction  des  inhibiteurs  de  protéase  et  le  dosage  de  leur  activité  ont  été  réalisés  selon  la 
méthode de Kunitz (1948). A partir de 1.5g de tissus finement broyés à l’azote liquide, les protéines 
ont été extraites grâce à 4.5ml de  tampon  formé de Tris‐HCl  (0.5M, pH8.5), de polyéthylène glycol 

















l’absorbance du  filtrat a été mesurée à 340nm afin de déterminer  l’activité protéase  résiduelle du 
milieu  réactionnel.  L’inhibition de  l’activité protéase,  calculée  en  comparant  l’activité protéase de 










standards  internes,  2H4‐SA,  2H5‐JA,  ont  été  ajoutés  (40ng)  auxmatérielsvégétal  broyé  finement  à 
l’azote  liquide  (100mg). Ensuite, deux extractions  successives ont été  réalisées à 0‐4°C à  l’aide de 
400µl  de méthanol  à  10%  auquel  a  été  ajouté  de  l’acide  acétique  à  1%.  Les  hormones  ont  été 
quantifiées à partir de 5µl du surnageant récupéré après trois centrifugations. 
 
Le protocole de quantification  a  été  adapté de  celui  réalisé  sur HPLC‐ESI‐MS/MS  (Forcat  et al. 







ont été détectés en  tant qu’ions  [M‐H] après une  ionisation par électrospray en mode négatif.  La 
tension des capillaires et du cône du spectromètre étaient, respectivement,  de 2.8 kV et 30 V. Les 
températures de la source et de désolvatation étaient, respectivement, de 120°C et 400°C. L’azote a 
été utilisé comme gaz pour  le cone à 30l/h et pour  la désolvatation à 800l/h, et  l’argon comme gaz 
lors de la collision. Le spectromètre de masse est calibré avec une solution de formiate de sodium et 







Fig2‐18‐  Dosage  de  la  production  d’H2O2.  (A)  Schéma  de  la  réaction  de  dosage.  Le  luminol,  en 
présence de peroxydase et d’H2O2, est oxydé. Cette forme émet de la lumière qui peut être détectée. 
(B)  En  réponse  à  l’éliciteur,  la  luminescence  est  mesurée  pendant  30 minutes.  A  partir  de  ces 
données a été calculé la différence entre les valeurs maximale et minimale, Δmax. 
   



































controide,  à  raison  d’une  acquisition  toute  les  0.25  s,  soit  la moyenne  d’au moins  trois  lectures 
espacées par 0.02 s.   
 
L'analyse MS/MS  a  été menée  selon  le mode MRM  (Multiple  Reaction Monitoring)  après  les 
dissociations  induites par  collision.  L’énergie de  collision  a  été  déterminée  pour  chaque molécule 
grâce à des solutions mères à 2 ng/ml: 15 eV pour le SA et le 2H4‐SA, 12 eV pour l’ABA, et 17 eV pour 
le  JA et  le 2H5‐JA. Les  transitions MRM quantifiées ont été  : 137.0 > 93.0 pour  le SA, 141.0 > 97.0 
pour le 2H4‐SA, 263.1 > 153.1 pour l’ABA, 209.1 > 59.0 pour le JA and 214.1 > 62.0 pour le 2H5‐JA. La 
quantification  des  résultats  a  été  réalisée  par  le  logiciel QuanLynx  (Waters)  à  partir  des  courbes 
étalons de chaque phytohormone (0.5 ng à 250 ng.ml‐1). A partir de ces courbes, l’aire entre l’ion fille 
de l’échantillon et son standard interne correspondant (SA/2H4‐SA; JA/2H5‐JA et ABA/2H4‐SA) a été 












pré‐incubés toute  la nuit sous agitation dans une solution d’ulvanes (fraction  insoluble à  l’EtOH) ou 
de carraghénanes à 100mg.ml‐1.  
 



































chimique  diverse :  protéine,  lipide,  glycane.  Alors  que  certains  d’entre  eux  sont  produits  par  les 
agents  pathogènes,  d’autres  proviennent  de microorganismes  non‐pathogènes,  de  la  plante  elle‐
même,  voire  des  algues.  Peter  Albersheim  et  ses  collègues  ont  proposé  dès  1985,  d’utiliser  ces 
éliciteurs  pour  développer  de  nouvelles  stratégies  phytosanitaires.  L’application  d’un  éliciteur  sur 




L’utilisation  des  éliciteurs  semble  être  un  moyen  prometteur  alternatif  à  l’utilisation  très 
controversée des produits phytopharmaceutiques pour contrôler  les maladies des plantes. En effet, 
bien  que  les  produits  phytosanitaires  soient  très  efficaces  contre  les  maladies  oomycétales  et 
fongiques,  leur  utilisation  massive  est  à  l’origine  de  graves  problèmes  environnementaux.  Ces 
molécules se révèlent également toxiques pour  le milieu naturel et  favorisent  l’apparition d’agents 
pathogènes résistants. Par exemple, des souches d’oomycètes pathogènes résistantes aux produits 
phytosanitaires  ont  été  identifiées  pour  trois  des  quatre  familles  de  composés  disponibles  sur  le 






biotrophes alors que  celles dépendantes du  JA et de  l’ET  sont  souvent associées aux  réponses de 
défense  contre  les  parasites  nécrotrophes  et  les  insectes.  Ainsi,  l’identification  des  voies  de 
signalisation hormonales induites par un SDN peut suggérer le type d’agent pathogène contre lequel 
il est potentiellement actif.  Il existe cependant des cas où une telle corrélation est mise en défaut. 
Par exemple,  le dérivé sulfaté de  la  laminarine  induit  la voie de signalisation du SA chez  la vigne et 








Eliciteur  Plante  Agent pathogène  Référence bibliographique 










Ulvanes  Luzerne  Colletotrichum trifolii  (Cluzet et al. 2004) 
Haricot  Colletotrichum lindemuthianum  (Paulert et al. 2009) 
Pommier  Colletotrichumgloeosporioides  (Araújo et al. 2008) 
Fucanes  Tabac  Tobacco mosaic virus (Klarzynski et al. 2003) 
Chitosan  Millet  Sclerospora graminicola  (Manjunatha et al. 2008) 
Tomate  Oidium lycopersicum  (Isebaert et al. 2002) 











Oligogalacturonate  Vigne  Botrytis cinerea (Aziz et al. 2004, Aziz, et al.











Flagelline  Riz  Magnaporthe grisea  {Takakura, 2008 #1127} 
Tomate  Pseudomonas syringae pv. tomato (Zipfel et al. 2004) 





été pratiqués  (Tableau3‐1).  Le  spectre d’activité des éliciteurs  les plus étudiés,  la  laminarine et  le 
chitosan, est très large. Ils sont capables d’augmenter la résistance des plantes vis‐à‐vis de virus, de 
bactéries, d’oomycètes et de champignons. Aujourd’hui, deux éliciteurs sont commercialisés en tant 
que SDN . Une préparation à base de  laminarine,  le  Iodus2, a obtenu  son homologation dès 2002 
contre les maladies fongiques des céréales comme le piétin verse, l’oïdium et la septoriose. Plus tard, 
il a été montré que son efficacité vis‐à‐vis de Blumeria graminis  f. sp. tritica, agent responsable de la 
septoriose, est due à un effet  inducteur  sur  le métabolisme  lipidique  (Renard‐Merlier et al. 2007). 
Cette molécule a aussi été homologuée, plus  récemment, vis‐à‐vis de  l’oïdium du  fraisiers  sous  le 
nom  de  Iodus2cultures  spécialisées.  Le  chitosan  est  également  homologué  aux  USA  contre  les 
mildious et est commercialisé sous le nom d’Elexa4. 
 
Au  début  de  ce  travail,  seul  un  effet  protecteur  des  ulvanes  vis‐à‐vis  du  champignon 
hémibiotrophe  Colletotrichum  trifolii  avait  été  mis  en  évidence  en  laboratoire  chez  Medicago 
truncatula  (Cluzet, et al. 2004). Des essais ont donc été  lancés pour élargir son spectre d’activité à 












de  la  graisse  commune  du  haricot.  La  sévérité  des  symptômes  développés  sur  les  plantes  a  été 
mesurée  16  et  32  jours  après  leur  inoculation.  Les  plantes  ont  été  traitées  1  ou  2  fois  avant 










































produit  commercial  (Ext1116)  et  non  pas  l’extrait  utilisé  précédemment  pour  les  expériences  en 
laboratoire.  L’Ext1116  est  le  filtrat  d’une  solution  aqueuse  issue  de  l’extraction  des  composés 
solubles d’algues vertes fraîches par de  l’eau chaude, c'est‐à‐dire  l’extrait brut, auquel a été ajouté 
un conservateur. Avant  l’application  foliaire,  l’Ext1116 est dilué à  la concentration souhaitée et un 
adjuvant,  l’Heliosol,  est  ajouté  à  la  concentration  finale  de  0.1%.  Tout  d’abord,  des  essais  de 
protection ont été  faits avec ce produit  lors d’inoculations artificielles. Ensuite,  les expériences ont 







L’effet  protecteur  d’Ext1116  vis‐à‐vis  d’un  agent  pathogène  bactérien  a  été  recherché  chez  le 
haricot (Phaseolus vulgaris L. cv. Uirapuru) contre  la bactérie Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 
responsable  de  la  graisse  commune  du  haricot.  Le  produit  a  été  pulvérisé  à  trois  concentrations 
(dilution  au  1/2,  1/9  et  1/18)  sur  des  plantes  âgées  de  quelques  semaines  (stade V3‐  2nde  feuille 
trifoliée presque totalement développée) une ou deux fois avant l’inoculation par une suspension de 




















1/36  107±0  94.2±8 (b) souche de P. viticola gerçoise 
















1  23  54  40.2±16.5  21.3±15.1  15.7±9.6  0.0015 
2  23  68  57.4±6.6  36.1±8.1  34±4.8  0.0000009 
3  19  71  11.5 ±4.9  4.65 ±3.7  8.4±7.6  0.051 
4  20  75  54±13  40±15.7  55.8±6  0.027 
5  17  86  79.1±9.8  66.7±12.2  65.7±13.3  0.033 
6  18  92  79.5±12.2  63±17.3  70.2±20.1  0.101 

















































Le développement du mildiou de  la vigne sur des disques  foliaires est réduit  lorsque  les  feuilles 







Chez  la  tomate,  un  premier  essai  réalisé  en  2004  avait  permis  de montrer  qu’une  application 
d’Ext1116  quatre  jours  avant  l’inoculation  par  une  suspension  de  sporanges  de  P.  infestans 
permettait de protéger l’ensemble de  la plante. Dilué au 1/18, la protection moyenne était de 37%. 
Cependant, celle‐ci n’était pas homogène. Elle était seulement de 18% pour  la  feuille  la plus basse 
contre 88% pour la dernière feuille (Fig3‐2). L’année suivante, six essais indépendants ont été réalisés 
entre mars et août. Les résultats obtenus présentaient d’importantes variabilités puisque l’efficacité 
du  traitement  variait  entre  13%  et  60%  et  était même  nulle  dans  certains  cas.  En  fait,  le  niveau 
efficacité  d’Ext1116  dépend  des  conditions  climatiques  observées  lors  de  l’expérimentation 
























1 application  2 applications  1 application  2 applications 
[Ext1116]  7dpi  12dpi  7dpi  12dpi  7dpi  12dpi  7dpi  12dpi 
0  3  5  3  4.5  3.4  5.7  3.4  5.5 
1/18  3.7  5.3  3.4  5.8  4.4  6.6  4.4  6.6 
1/9  3.6  5.2  2.7  5.5  4.6  6.3  2.7  6.5 
1/2  3.6  4.9  3.7  4.8  4.5  5  5.1  6.7 









Fig3‐4‐  Protection  induite  par  l’Ext1116  chez  le  haricot  vis‐à‐vis  de  champignons  pathogènes.  La 
protection a été testée contre  (A) Uromyces appendiculatus et  (B, C, D) Erysiphe polygoni. Le nombre de 
pustules ou de conidies observées à la surface des feuilles a été compté après 10 jours sur 10 plantes. Les 
plantes  ont  été  traitées  1  (1)  ou  2  fois  (2),  par  l’Ext1116  à  4  concentrations  (0,  5.5,  11.1,  50%), 































Avant  ce  travail,  un  effet  protecteur  des  ulvanes  vis‐à‐vis  du  champignon  hémibiotrophe 
Colletotrichum trifolii chez Medicago truncatula avait pu être mis en évidence en laboratoire (Cluzet, 
et al. 2004). Par la suite, le produit Ext1116 a été testé chez une autre légumineuse, le haricot, contre 





Dans  le  cas  de  l’infection  par  C.  lindemuthianum,  l’application  d’Ext1116  ne  permet  pas  de 
protéger  le  haricot  de  ce  champignon,  et  cela  quelles  que  soient  les  conditions  d’utilisations 
(Tableau3‐4).  Par  contre,  certaines modalités  des  traitements  effectués  avec  l’Ext1116  protègent 
significativement  le  haricot  contre  U.  appendiculatus  et  E.  polygoni  (Fig3‐4).  Lorsque  la  pression 
parasitaire d’U. appendiculatus est très élevée comme au niveau de la 1ère feuille trifoliée du haricot 
(90  pustules.cm‐2),  seules  deux  applications  d’Ext1116  dilué  deux  fois  permettent  de  réduire 
significativement les symptômes (40 pustules.cm‐2). La pression parasitaire observée sur la 2nde feuille 
est  plus  faible  (40  pustules.cm‐2).  Ainsi  les  plantes  sont  protégées  par  une  et  deux  applications 
d’Ext1116 dilué deux fois. Concernant la protection vis‐à‐vis d’E. polygoni, les résultats montrent une 
réponse dose‐dépendante puisque le niveau de protection est de 30%, 50% et 80% pour des dilutions 
au  1/18,  1/9  et  1/2,  respectivement.  L’ajout  d’une  application  supplémentaire  6  jours  avant 
l’inoculation n’améliore pas l’efficacité du traitement. 
 







Le  genre  Erysiphe  comprend  de  nombreuses  espèces  de  champignons  phytopathogènes 


































































Le développement de  l’oïdium de  la vigne, dû à E. necator,  sur des disques  foliaires est  réduit 
lorsque  les  feuilles  de  vignes  sont  traitées  par  l’Ext1116.  Douze  jours  après  l’inoculation,  une 
diminution  significative des  symptômes est observée dès  l’utilisation du produit à une dilution de 
1/15 (Tableau3‐5). Celle‐ci est d’autant plus importante que le taux de dilution d’Ext1116 est faible. 
De même, une expérience réalisée chez le melon vis‐à‐vis de Erysiphe fuliginea, agent responsable 
de  l’oïdium  de  cette  plante, montre  que  les  plantes  traitées  par  l’Ext1116  sont  significativement 
moins  affectées  par  la  maladie  que  les  témoins,  et  cela  plus  particulièrement  un  jour  après 
l’inoculation (Fig3‐5‐A). 
En  revanche, aucune protection vis‐à‐vis d’Erysiphe  fuliginea, agent  responsable de  l’oïdium du 
concombre,  n’a  été  observée  lors  de  l’essai  réalisé  en  2004  où  l’inoculation  était  effectuée  par 
pulvérisation  d’une  suspension  de  spores  (Fig3‐5‐B). Ainsi,  plus  de  30%  de  la  surface  foliaire  des 
plantes  étaient  déjà  infectée  dès  6  jours  après  l’inoculation,  mais  il  faut  noter  que,  dans  des 




















a  été  testé    (A)  chez  la  vigne  contre  Erysiphe  necator  (B)  et  chez  le  fraisier  contre  Podosphaera 
aphanis.  Chez  la  vigne,  la  fréquence  d’attaque  (    )  des  feuilles  par  ce  champignon,  ainsi  que  la 
proportion de la surface foliaire infectée (   ) ont été suivie au cours du temps après une infestation 
naturelle. Les symptômes ont été observés sur 4 lots de plantes. Chez le fraisier, seule la proportion 


































































Dans  les  essais  présentés  ci‐dessus,  le  mode  d’inoculation  artificiel  utilisé  entraîne  un 
développement  rapide  des  maladies,  difficile  à  maitriser  par  les  SDN.  Ces  conditions  sont  très 
éloignées  de  celles  rencontrées  dans  l’environnement  où  se  développent  les  plantes.  Pour  s’en 
rapprocher,  les  essais  relatés  dans  cette  partie  sont  réalisées  en  plaçant  des  plantes  infectées  à 
proximité des plantes à tester de façon à mimer une infestation naturelle, ces conditions d’infection 
sont qualifiées de « naturelles ». Les plantes utilisées  sont  traitées  régulièrement,  tous  les 7  jours, 







L’effet protecteur d’Ext1116 vis‐à‐vis de  l’agent  responsable de  l’oïdium de  la vigne a été  testé 




ces  symptômes  sont  représentatifs  d’un  niveau  d’infection  important.  Après  la  même  période, 
seulement  50%  des  feuilles  des  plantes  traitées  régulièrement  par  l’Ext1116  sont  attaquées  avec 






Une  expérience  a  aussi  été  réalisée  sur  des  plantes  de  fraisier  de  la  variété  Gariguette  afin 
d’évaluer  l’efficacité  d’Ext1116  contre  l’oïdium.  Les  fraisiers  ont  été  plantés  l’année  précédant 
l’expérience. Les traitements étaient réalisés toutes les semaines à partir du début de la floraison et 










Fig3‐7‐  Protection  induite  par  l’Ext1116  chez  les  cucurbitacées  vis‐à‐vis  d’Erysiphe  fuliginea.  Le 
produit a été testé en conditions naturelles d’infestation chez (A) le melon et (B) le concombre. Une 
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des  feuilles  étaient  attaquées  et  1,84%  de  la  surface  foliaire  était  infectée  (Fig3‐6‐B).  Le 
développement  de  la maladie  s’est  ensuite  stabilisé  durant  la  seconde moitié  du mois  de  juillet, 
avant de reprendre une progression rapide début août. Dans ces conditions, les plantes ont été très 
peu protégées de l’oïdium par les traitements à l’Ext1116. Ce produit s’est avéré peu efficace contre 





Pour évaluer  l’efficacité de  l’Ext1116 vis‐à‐vis de  l’oïdium des  cucurbitacées  causé par Erysiphe 
fuliginea,  des  expériences  ont  été menées  chez  le melon  et  le  concombre.  Sur  les  plantes  non 
traitées de melon  charentais de quelques  semaines,  la maladie  s’est  installée  très  rapidement. En 
effet, seulement 3 jours après l’ajout d’une plante infectée au milieu des plantes à tester, 11% de la 




successifs  ont  été  réalisés  en  octobre  2005  sur  des  plantes  de  quelques  semaines  de  la  variété 
Euphoria. Le développement de  la maladie a suivi une progression exponentielle pour deux essais, 
alors  qu’il  s’est  produit  de  façon  logarithmique  dans  le  troisième  cas  (Fig3‐7‐B). Au  cours  de  ces 






D’après  les  résultats  obtenus  lors  des  expériences  conduites  en  conditions  naturelles 













Fig3‐8‐  Protection  induite  par  l’Ext1116  chez  le  concombre  vis‐à‐vis  d’Erysiphe  fuliginea.  (A)  La 
surface  foliaire  infectée a été observée au cours du  temps après une  infestation naturelle.  (B). Les 
observations  ont  également  été  classées  selon  la  proportion  de  la  surface  foliaire  infectée.  (C) 
L’efficacité  de  protection  induite  par  Ext1116  a  été  calculée  pour  chaque  classe  réalisée  selon  la 

































































Chez  le  concombre,  des  expériences  de  protection  contre  l’oïdium  ont  été menées  pendant 
quatre ans avec différents  lots de production d’Ext1116. Les résultats obtenus ont permis d’évaluer 








C’est pourquoi,  l’efficacité d’un  lot de production d’Ext1116 à été  suivie au  cours de  trois années 
grâce à la réalisation de 17 essais. Lors de ces expériences, le pourcentage de surface foliaire infectée 
chez  les plantes  témoins a varié entre 0.5 et 79%  (Fig3‐8‐A). De plus,  l’ensemble des observations 
réalisées  révèle des niveaux d’infection dispersés de manière homogène  au  sein de  cette  gamme 
(Fig3‐8‐B). Sous l’effet du traitement par l’Ext1116, on constate que la répartition des proportions de 
la surface foliaire infectée chez les plantes traitées varie entre 0 et 19%, avec plus des deux tiers des 







pourrait  affecter  son  efficacité.  Sur  les  deux  lots  de  production  suivis  pendant  trois  années 














n° lot  MS (a)  acide glucuronique (b)  protéine (b) 
0625001  0.47  0.47  0.61 
0730001  0.55  0.71  1.29 
0738002  0.49  0.24  0.42 
0743003  0.50  0.47  0.65 

































La  qualité  des  algues  récoltées  est  aussi  un  autre  facteur  pouvant  influencer  la  composition 
d’Ext1116. Celles‐ci doivent être  fraîches et non pas échouées  sur  le  rivage depuis quelques  jours 
durant  lesquels  leur  dégradation  aurait  commencé.  Ainsi,  certains  paramètres  permettant  de 
caractériser chimiquement  les  lots de production ont été dosés parallèlement à  l’évaluation de  leur 
efficacité  protectrice  chez  le  concombre  vis‐à‐vis  de  l’oïdium  (présenté  aussi  dans  le  Chapitre1, 
paragraphe 4‐1‐1). Cinq lots produits entre les années 2006 et 2008 ont été testés.  
 





lots  d’Ext1116  (Fig3‐9).  Un  test  statistique montre  que  l’efficacité  protectrice  d’Ext1116  dépend 
significativement  du  lot  de  production  (p‐value=0.5).  Les  lots  0625001  et  0738002  présentent 
respectivement  l’efficacité  la plus élevée  (87%) et  la plus  faible  (70%), alors que  les  lots 0730001, 
0743003 et 0830001 sont associés à des valeurs intermédiaires.  
Une étude de corrélation entre les paramètres permettant de caractériser chimiquement les lots 
de  production  et  leur  efficacité  protectrice  n’a  pas mis  en  évidence  de  lien  significatif  entre  ces 







































Les  essais  réalisés par des  inoculations  artificielles  et par  infestations naturelles montrent que 
l’Ext1116 est un produit qui contrôle efficacement les maladies causées à différentes plantes par des 
oomycètes  responsables  de  mildious,  Plasmopara  viticola,  Phytophthora  infestans,  et  des 
champignons  responsables d’oïdiums, Erysiphe polygoni, E.  fuliginea, E. necator  (Tableau3‐7). Pour 
certains couples plante‐parasite,  la protection assurée par  l’Ext1116 est  réduite  lorsque  la maladie 
progresse rapidement. Ceci a aussi été observé  lors de  l’utilisation de  la  laminarine sur des cultures 
au champ. C’est pourquoi,  il est admis qu’un SDN, à ce  jour, ne protège pas seul, tout au  long d’un 
cycle,  une  culture  vis‐à‐vis  d’un  parasite  donné  mais  que  son  utilisation  permet  d’espacer  les 
traitements effectués avec des produits phytopharmaceutiques conventionnels ou bien de retarder 
leur application. Au vu des nombreux résultats très encourageants obtenus avec  le produit Ext1116 
en conditions d’infestation naturelle sur des  jeunes plantes de concombre contre  l’oïdium,  il serait 
intéressant de tester son efficacité en association ou non avec des fongicides tout au long d’un cycle 
de développement du concombre en serre ou au champ. Aujourd’hui, une application d’un produit 
phytosanitaire toutes  les semaines est préconisée pour contrôler  le développement de  l’oïdium du 
concombre. Une  telle association  (Ext1116,  fongicide) permettrait de réduire  le nombre de résidus 






D’après  les  tests de protection  réalisés, Ext1116 protège contre des agents pathogènes de  type 
biotrophe. Or, ce produit Ext1116 à base d’ulvane induit, conformément à nos résultats obtenus en 
laboratoire, la voie de signalisation dépendante du JA, peu connue pour son efficacité contre ce type 










(Hamiduzzaman, et al. 2005, Trouvelot, et al. 2008). De plus,  la mutation de npr1  régulateur de  la 
voie du SA, n’affecte pas la résistance de la vigne à ce parasite (Le Henanff et al. 2009). L’utilisation 




champignons  de  genre  Erysiphe,  comme  le  montre  la  protection  de  la  vigne  contre  E.  necator 







défense dépendantes du  JA et/ou de  l’ET. La  laminarine  induit chez  la vigne  l’expression de gènes 
codant une  lipoxygénase, enzyme  impliquée dans  la synthèse du  JA, ainsi qu’une chitinase de type 
basique  connue  pour  être  induite  par  la  voie  de  signalisation  du  JA  (Aziz,  et  al.  2003).  Il  faut 
remarquer que la laminarine n’induit pas la voie de signalisation du SA contrairement à ce qui a été 
montré  pour  la  forme  sulfatée  (Menard,  et  al.  2004).  De même,  une  expérience  de microarray 
réalisée chez le colza montre que l’application de chitosan induit l’expression de gènes associés aux 
voies de signalisation dépendantes du  JA et de  l’ET codant notamment  l’enzyme  impliquée dans  la 
synthèse de JA, la 2‐oxophytodienoate‐10,11‐réductase et une MAPK homologue à ATMPK4, connue 
pour réguler les interconnections entre les voies de signalisation du SA et du JA (Yin, et al. 2006). En 





plus  large  puisque  cet  éliciteur  protège  aussi  contre  le  virus  de  la  mosaïque  du  tabac  et  des 
champignons biotrophes, hémibiotrophes et nécrotrophes. 
Par  comparaison,  il  est  possible  que  l’Ext1116  soit  aussi  efficace  contre  d’autres  agents 
pathogènes  que  ceux  responsables  du mildiou  et  de  l’oïdium  tels  que  des  virus  et  des  parasites 







consommation  proche,  l’utilisation  de  produits  issus  de  la  phytopharmacie  est  très  délicate  et 











Le  produit  utilisé  est  l’extrait  brut  précédemment  décrit  (Chapitre  1)  auquel  à  été  ajouté  un 
conservateur, présenté sous forme liquide, nommé Ext1116. L’ensemble des essais a été réalisé par 





















































La  production  des  boutures  de  vigne,  cépage  Cabernet‐Sauvignon  s’est  effectuée  sous  serre 
pendant  une  photopériode  de  16  heures,  avec  une  hygrométrie  entre  60%  et  70%  et  des 





Les  plantes  âgées  de  quelques  semaines  ont  été  traitées  par  l’Ext1116  par  pulvérisation  jusqu’à 














pendant  la nuit.  Les  symptômes ont été  lus  après 12  jours et  représentés par  le  rapport entre  la 





LAT12,  une  suspension  de  500  conidies.ml‐1  a  été  pulvérisée  sur  tout  le  disque  foliaire.  Les 
symptômes ont été lus après 7 jours et représentés par le rapport entre la surface infectée chez les 






souche pathogène  testées ont  été utilisés pour  calculer  la moyenne  et  l’écart  type de  la  variable 









comme  les  tomates  de  la  variété  St  Pierre,  la  vigne  de  cépage Merlot,  le  melon  de  la  variété 
















quelques  semaines  après  germination.  Lorsque  les  inoculations  ont  été  réalisées  de  manière 
artificielle, les plantes ont été traitées une seule fois, trois jours avant inoculation. A l’inverse, lorsque 
les  plantes  ont  été  infestées  naturellement,  elles  ont  été  traitées  toutes  les  semaines.  Ainsi,  les 
plantes ont été en moyenne traitées 3 à 4 fois, sauf les fraisiers qui ont été traités 16 fois en 4 mois. 







concentrations  utilisées  varient  entre  105  et  106  spores.ml‐1.  Au  contraire,  elle  a  été  nommée 
infestation naturelle  lorsqu’elle a été réalisée grâce à  la dispersion naturelle des spores depuis une 






Les  expériences  ont  été  effectuées  par  randomisation  totale  ou  en  bloc  de  Fisher. Au  sein  de 
chacune, le nombre de plantes utilisées était suffisant pour faire des analyses statistiques. De plus, la 
majorité des expériences a été réalisée plusieurs fois indépendamment. Ainsi, les résultats collectés 












l’usage  des  produits  phytopharmaceutiques  pour  contrôler  les  maladies  des  plantes,  et  plus 







haut  poids moléculaire.  D’un  point  de  vue  industriel,  l’extraction  de  ce  polymère  à  partir  de  la 
matière  fraîche est  facile, peu  couteuse et  respecteuse de  l’environnement. Ce polysaccharide est 
issu d’une source abondante et peu valorisée, les algues vertes responsables de l’eutrophisation des 
eaux riches en nutriments comme celles des côtes bretonnes. Au sein de ces algues de la famille des 
Ulva,  il  représente plus de 10% de  la masse  sèche. Toutefois, c’est un polymère complexe dont  la 
composition  diffère  selon  les  conditions  environnementales.  Par  conséquent,  les  extraits  peuvent 
varie par leur teneur en ulvanes, la proportion entre les différents oses constituant ce sucre, le degré 
de  sulfatation ainsi que par  la présence de protéines. Ces variations peuvent affecter  leur activité 
biologique bien que de tels effets n’aient pas été mis en évidence lors de cette étude. Il s’ensuit que 
les produits obtenus ne sont pas aussi standardisés que ceux issus de l’industrie agrochimique. Quoi 





Les  approches  retenues ont été  réalisées dans des  conditions  les plus proches possibles de  celles 
















Tout  d’abord,  les  ulvanes  induisent  les  réponses  de  défense  sans  avoir  d’effet  néfaste  sur  la 
croissance  et  le  développement  des  plantes,  en  particulier  ils  n’affectent  pas  la  photosynthèse 
contrairement à d’autres éliciteurs ou analogues hormonaux. Cela pourrait s’expliquer par l’intensité 
d’activation  des  défenses  qui  est  relativement  modérée,  comme  dans  le  cas  d’un  effet 
potentialisateur. L’ampleur de leur effet se manifeste par la protection qu’ils engendrent contre une 
infection ultérieure. De plus,  il apparaît que  l’application d’ulvanes active  spécifiquement diverses 
voies de signalisation, notamment elle induit une variation calcique cytoplasmique et stimule la voie 
du  JA,  affectant  ainsi  l’ensemble  de  la  balance  hormonale.  Outre  les  différents  couples  plantes‐
parasites  testés ;  l’activation  de  la  voie  JA  laisse  supposer  que  ces  produits  pourraient  protéger 




OGAs,  ils pourraient provoquer une perturbation de  l’intégrité pariétale dépendante de  la structure 
tridimensionnelle qu’ils acquièrent en milieu aqueux. En effet,  il a été montré que  les capacités des 





d’algue  verte,  riche  en  ulvanes,  protège  efficacement  contre  deux  types  d’agents  pathogènes 
responsables  de  maladies  majeures  regroupées  sous  les  termes  de  mildiou  et  oïdium.  Chez  le 
concombre,  système  le plus étudié,  la protection  induite vis‐à‐vis de  l’oïdium par des applications 
régulières à une semaine d’intervalle  reste  très satisfaisante, même  lorsque  la pression parasitaire 
est  très  élevée.  Cette  fréquence  d’application  est  compatible  avec  les  cultures maraîchères  et  la 
vigne  et  permet  un  débouché  pour  les  ulvanes  sur  ce  marché.  Par  comparaison,  des  essais 
supplémentaires sont nécessaires avant d’envisager  leur utilisation sur  les grandes cultures de type 
céréale où  les applications  sont moins  fréquentes. Quoi qu’il en  soit, au  stade actuel, notre étude 
apporte des  informations essentielles en vue d’une demande d’homologation de  la matière active, 































être  apportées  en  l’état  actuel  de  nos  connaissances.  L’une  d’entre  elle  concerne  l’effet  sur 
l’évolution de  l’immunité végétale et du pouvoir pathogène des parasites. Les éliciteurs activent  les 
défenses basales des plantes ; or certains agents pathogènes sont capables de contourner celles‐ci. 
L’usage  des  éliciteurs  va‐t‐il  favoriser  la  sélection  naturelle  de  ce  type  de  parasites ?  Une  autre 
concerne  les effets sur  les produits consommables. L’usage des produits phytopharmaceutiques est 
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myfunw<‐function(x)       
{       
  okFlag<‐x$other$Flags>‐50       
  okFPix<‐x$other$"F Pixels">=25       
  okred1<‐(((x$R‐x$Rb))/x$other$"B635 SD")>=2       
  okred2<‐(x$R/x$Rb)>=2       
  okgreen1<‐(((x$G‐x$Gb))/x$other$"B532 SD")>=2       
  okgreen2<‐(x$G/x$Gb)>=2       
  oksatred1<‐x$R<65500       
  oksatred2<‐x$other$"F635 % Sat"<=20       
  oksatgreen1<‐x$G<65500      
  oksatgreen2<‐x$other$"F532 % Sat"<=20       
  okCirc<‐x$other$Circularity==100       
  as.numeric(okFlag&okFPix&okred1&okred2&okgreen1&okgreen2&oksatred1&oksatred2&oksatgreen
1&oksatgreen2&okCirc)       






l<‐length(My)/4       
Negatif2<‐c(0,0,0,0)       
Positif2<‐c(0,0,0,0)       
for (i in 1:4)       
{       
  for (j in 1:l)     
  {     
    if (My[j*i]==1)   
    {   
      data$weights[j,i]=1 
    }   
    else   
    {   
      data$weights[j,i]=0 
    }   
  }     































      weights<‐ne$weights[j,] 
      block<‐ne$genes$Block[j] 
      row<‐ne$genes$Row[j] 
      column<‐ne$genes$Column[j] 
      ID<‐ne$genes$ID[j] 
      name<‐ne$genes$Name[j] 
      Statu<‐ne$genes$Status[j] 
      M<‐ne$M[j,] 
      A<‐ne$A[j,] 
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      { 
        geneunique<‐ID[i] 
        if ((geneunique==gene)&(p==0)) 
          { 
            weights<‐rbind(weights[1:(i‐
1),],ne$weights[j,],weights[i:m,]) 
            block<‐c(block[1:(i‐1)],ne$genes$Block[j],block[i:m]) 
            row<‐c(row[1:(i‐1)],ne$genes$Row[j],row[i:m]) 
            column<‐c(column[1:(i‐
1)],ne$genes$Column[j],column[i:m]) 
            ID<‐c(ID[1:(i‐1)],ne$genes$ID[j],ID[i:m]) 
            name<‐c(name[1:(i‐1)],ne$genes$Name[j],name[i:m]) 
            Statu<‐c(Statu[1:(i‐1)],ne$genes$Status[j],Statu[i:m]) 
            M<‐rbind(M[1:(i‐1),],ne$M[j,],M[i:m,]) 
            A<‐rbind(A[1:(i‐1),],ne$A[j,],A[i:m,]) 
            p<‐p+1 
          } 
      } 
        if(p==0) 
          { 
            weights<‐rbind(weights,ne$weights[j,]) 
            block<‐c(block,ne$genes$Block[j]) 
            row<‐c(row,ne$genes$Row[j]) 
            column<‐c(column,ne$genes$Column[j]) 
            ID<‐c(ID,ne$genes$ID[j]) 
            name<‐c(name,ne$genes$Name[j]) 
            Statu<‐c(Statu,ne$genes$Status[j]) 
            M<‐rbind(M,ne$M[j,]) 
            A<‐rbind(A,ne$A[j,]) 




      { 
        if (f==0) 
          { 
            Weights<‐ne$weights[j,] 
            Block<‐ne$genes$Block[j] 
            Row<‐ne$genes$Row[j] 
            Column<‐ne$genes$Column[j] 
            I<‐ne$genes$ID[j] 
            Name<‐ne$genes$Name[j] 
            statu<‐ne$genes$Status[j] 
            M2<‐ne$M[j,] 
            A2<‐ne$A[j,] 
            f<‐f+1 
          } 
        else 
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          { 
            f<‐f+1 
            p<‐0 
            gene<‐ne$genes$ID[j] 
            m<‐length(ID) 
            for(i in 1:m) 
              { 
                geneunique<‐ID[i] 
                if ((geneunique==gene)&(p==0)) 
                  { 
              Weights<‐rbind(Weights[1:(i‐
1),],ne$weights[j,],Weights[i:m,]) 
              Block<‐c(Block[1:(i‐
1)],ne$genes$Block[j],Block[i:m]) 
              Row<‐c(Row[1:(i‐1)],ne$genes$Row[j],Row[i:m]) 
              Column<‐c(Column[1:(i‐
1)],ne$genes$Column[j],Column[i:m]) 
              I<‐c(I[1:(i‐1)],ni$genes$ID[j],I[i:m]) 
              Name<‐c(Name[1:(i‐
1)],ne$genes$Name[j],Name[i:m]) 
              statu<‐c(statu[1:(i‐
1)],ne$genes$Status[j],statu[i:m]) 
              M2<‐rbind(M2[1:(i‐1),],ne$M[j,],M2[i:m,]) 
              A2<‐rbind(A2[1:(i‐1),],ne$A[j,],A2[i:m,]) 
              p<‐p+1 
                  } 
              } 
            if(p==0) 
              { 
                Weights<‐rbind(Weights,ne$weights[j,]) 
                Block<‐c(Block,ne$genes$Block[j]) 
                Row<‐c(Row,ne$genes$Row[j]) 
                Column<‐c(Column,ne$genes$Column[j]) 
                I<‐c(I,ne$genes$ID[j]) 
                Name<‐c(Name,ne$genes$Name[j]) 
                statu<‐c(statu,ne$genes$Status[j]) 
                M2<‐rbind(M2,ne$M[j,]) 
                A2<‐rbind(A2,ne$A[j,]) 
              } 
          } 




















      { 
        ne$A[j,i]=0 
        ne$M[j,i]=0 





























Oligo16kPlus  TIGR v 8  annotation  rapport 
d'expression
Perception 
MT000245  TC94371  Legume lectin  2.09
MT012815  TC106234  Disease resistance protein (NBS‐LRR)  2.05
MT012240  TC110322  Leucine rich repeat  0.25
MT015761  TC103114  Leucine‐rich repeat protein  0.08
Signalling 
MT000633  TC106906  GH3 auxin‐responsive  522.53
MT007720  TC107163  CDP‐alcohol phosphatidyltransferase  7.69
MT004464  TC104144  Phosphatidylinositol‐4‐phosphate 5‐kinase  2.95
MT002960  TC95205  Sulfotransferase  7.09
MT008523  TC107579  Serine/threonine‐specific protein phosphatase  6.31
MT011314  TC110453  Phosphatase PP2C  2.95
MT003817  TC104388  RelA‐SpoT like protein RSH1  3.01
MT001992  TC108432  Calcium‐binding EF‐hand protein kinase  2.85
MT013462  TC106252  C2 calcium‐dependent membrane targeting  2.50
MT012308  TC101826  CBL‐interacting protein kinase   2.23
MT000317  TC106787  AMP‐dependent synthetase and ligase  2.58
MT011067  TC104137  GTP‐binding protein, HSR1‐related  2.20
MT002741  TC109196  Protein kinase  2.05
MT003689  TC109408  Protein kinase  0.08
MT008419  TC108259  lipoxygenase  0.11
Transcription/Translation 
MT012650  TC111370  GRAS transcription factor  15.14
MT016225  AW559499  GRAS transcription factor  3.72
MT012288  TC105249  RNA‐binding protein (RNP1)  4.54
MT006594  TC99970  RNA‐binding protein (RNP1)  2.09
MT000938  TC101255  RNA‐binding protein (RNP1)  2.08
MT004016  TC111052  HSF/ETS, DNA‐binding protein  2.54
MT016425  TC110391  Helix‐loop‐helix DNA‐binding protein  2.08
MT016168  BF647041  No apical meristem protein  2.06
MT016399  BQ139551  Zinc finger protein, C2H2‐type  4.78
MT004826  TC104638  RNA‐binding protein  0.13
MT016175  BI310616  DNA binding protein  0.29
MT010055  TC101306  transcription factor  0.17
MT016424  TC98582  Transcription factor  0.30
MT016422  TC104631  MADS transcription factor  0.47
MT016115  TC105520  transcription elongation factor  0.48
Protease/Protease inhibitors 
MT000246  TC94445  Trypsin protease inhibitor  37.31
MT000851  TC107480  Serine carboxypeptidase  14.66
MT006920  TC98799  Serine protease inhibitor  13.16
MT016466  TC97454  Serine protease inhibitor  4.19
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MT003205  TC103811  Serine protease inhibitor  2.99
MT003867  TC98509  Peptidase A1, pepsin  5.62
MT002463  TC102214  Cysteine peptidase  2.74
MT001218  TC87053  peptidase  0.19
MT006920  TC98799  Serine protease inhibitor  0.20
Other defense responses 
MT010238  TC97034  Glycoside hydrolase (family 17)  43.12
MT000729  TC94629  Glycoside hydrolase (family 16)  2.66
MT003975  TC110672  Peroxidase  31.82
MT006789  TC104515  Defensin (PDF)  2.31
MT008333  TC95553  Hydroxyproline‐rich glycoprotein‐like  2.08
MT012031  TC111797  respiratory burst oxidase  0.12
MT015632  TC95760  germin‐like  0.17
MT015289  TC100554  Glutathione S‐transferase  0.47
MT002002  TC95898  stress response protein  0.15
MT013457  TC112471  N‐hydroxycinnamoyl/benzoyltransferase  0.01
MT013671  TC104384  Cytochrome P450 E class  0.35
Nodulins 
MT012759  TC109396  Nodule‐specific cysteine‐rich peptide   17.70
MT015440  TC100865  Late nodulin  3.35
MT006775  TC109065  Nodule‐specific cysteine‐rich peptide 28  2.52
Primary metabolism 
MT013306  TC98953  Pyruvate kinase  3.09




MT003370  TC109459  α/β hydrolase,esterase  2.73
MT012115  TC99383  Transferase  2.73
MT009250  TC96612  Monosaccharide transporter  2.05
Secondary metabolism 
MT005077  TC98774  β‐carotene hydroxylase  6.67
MT001220  TC95586  2OG‐Fe(II) oxygenase    3.95
MT007068  TC100323  Cytochrome P450 monooxygenase  2.37
Proteasome 
MT001360  TC107705  Ubiquitin‐conjugating enzyme, E2  23.62
MT008844  TC108359  Cyclin‐like F‐box  8.57
MT005754  TC105098  Cyclin‐like F‐box  4.68
MT013342  TC111104  RING3 protein  3.38
MT008175  TC101620  F‐box protein  0.08
MT016378  AJ503376  Cyclin like F‐box  0.24
MT016209  BI312288  Cyclin like F‐box  0.43
MT003116  TC97908  RING zinc finger protein  0.38
Unclassified 
MT006245  TC97952  Yippee‐like protein  136.15
MT004272  TC98063  Albumin I  9.59
MT013459  TC100076  Homo‐phytochelatin synthase  6.24
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MT013587  TC111216  Syntaxin/epimorphin family  2.29
MT002715  TC106427  Metal ion transmembrane transporter  2.05
MT009792  TC108587  ABC transporter  0.06
MT008596  TC95549  general transporter  0.45
MT012309  TC109970  Mg2+ transporter protein  0.47
MT002344  TC102991  Mitochondrial carrier protein  0.14
RNA 
MT005230  TC112375  Tetratricopeptide‐like helical     13.54
MT013611  TC105687  Minichromosome maintenance protein  10.23
MT005696  TC111292  Chloroplastic splicing facilitator  3.45
MT008856  TC95936  Ribonucleotide reductase subunit  2.56
MT002336  TC102539  Tetratricopeptide‐like helical  0.14
MT008488  TC95493  histone  0.13
Unknown function 
MT005159  TC106460  unknown protein  28.44
MT012198  TC99789  unknown protein  27.46
MT012627  TC111350  unknown protein  27.14
MT005816  TC104990  unknown protein  20.25
MT006910  TC110459  unknown protein  13.94
MT012780  TC111288  unknown protein  4.68
MT012979  TC98438  unknown protein  3.68
MT006294  TC99983  unknown protein  2.46
MT000870  TC107501  unknown protein  2.09
MT004878  TC97277  unknown protein  6.30
MT002168  TC106882  unknown protein  5.02
MT001783  TC96001  unknown protein  4.37
MT012543  TC99163  unknown protein  2.26
MT004288  TC110584  unknown protein  2.09
MT013970  TC106261  Unknown  0.0034
MT006279  TC96072  Unknown  0.04
MT009508  TC96352  Unknown  0.05
MT013175  TC104089  Unknown  0.13
MT012688  TC105109  Unknown  0.18
MT010807  TC96900  Unknown  0.27
MT009832  TC102798  Unknown  0.30
MT015038  TC95193  Unknown  0.37
MT010628  TC103503  Unknown  0.40
MT013600  TC106003  Unknown  0.45










  Oligo16kPlus  annotation  rapport d'expression 
   ulvanes BTH MeJA 
MT004802  LRR‐ serine/threonine protéine kinase 0.76 0.68 0.81 
MT013049  protéine de résistance de type TIR‐NBS‐LRR 0.85 0.63 0.88 
MT013731  histidine kinase   0.65 0.72 0.74 
MT011314  Protéine phosphatase 2C 1.56 0.65 1.42 
MT000557  serine/threonine‐protéine phosphatase 0.79 1.17 0.76 
MT004492  phosphatase 2A, sous unité régulatrice B 0.93 0.62 0.83 
MT004351  phospholipase D   0.78 0.71 0.73 
MT013276  facteur de transcription de type GRAS 0.78 0.73 0.81 
MT006594  protéine liant les ARNs  1.06 1.39 0.98 
MT006133  4‐coumarate‐CoA ligase  0.78 0.74 0.89 
MT007068  cytochrome P450 monooxygenase 1.25 1.02 1.18 
MT011123  transporteur d'HCO3  0.59 0.9 0.81 
MT009250  transporteur de monosaccharide  1.03 0.7 1.36 
MT003068  protéine tégumentaire  0.85 0.69 0.82 
MT006077  inconnu 0.76 0.79 0.74 
MT008742  inconnu 0.85 0.78 0.82 
MT004288  inconnu 1.06 0.74 1.16 
MT012519  inconnu 0.89 1.05 0.66 
MT012792  inconnu 0.87 1.28 0.88 
MT010546  inconnu 0.64 0.72 0.75 
MT016282  facteur de  transcription type MYB ‐0.75 ‐0.66 ‐0.81 
MT016399  facteur de  transcription type C2H2 ‐2.6 ‐3.29 ‐1.26 
MT012504  facteur d'élongation de la transcription ‐0.67 ‐0.62 ‐0.66 
MT015607  Histone ‐0.63 ‐0.78 ‐0.82 
MT006951  transposase  ‐0.69 ‐0.66 ‐0.65 
MT000206  ATP synthase  ‐0.65 ‐0.61 ‐1.04 
MT002544  glycosyltransferase  ‐0.64 ‐0.67 ‐0.86 
MT003736  apoprotéine du photosysteme I  ‐0.88 ‐1.01 ‐0.95 
MT003797  apoprotéine du photosysteme I  ‐0.78 ‐1.28 ‐0.93 
MT008495  annexine  ‐0.68 ‐0.68 ‐0.69 
MT008459  inconnu ‐0.78 ‐0.7 ‐0.68 













BG447553  protein kinase ATPK19   1.54 1.66 
TC100438  FMRFamide‐related peptide  1.52 1.58 
TC101416  Auxin response factor 36  1.77 1.56 
TC101826  CBL‐interacting protein kinase  2.23 2.21 
TC102173  AAA‐metalloprotease FtsH  1.71 2.03 
TC105096  GPI transamidase component  1.67 1.78 
TC105992  Coil protein  1.51 1.52 
TC110813  ARF‐GAP  1.82 1.59 
TC111493  Receptor‐like protein kinase  1.57 1.54 
TC94371  Lectin  2.09 1.81 
TC95170  ISP42‐like protein  1.65 1.70 
TC95267  Receptor‐like protein kinase, RLK3   1.64 1.56 
TC95500  Protein kinase‐like  1.67 1.90 
TC97532  Inositol polyphosphate 5‐phosphatase  1.55 1.73 
TC99234  Protein phosphatase ABI1  1.64 1.50 
TC99632  CLC‐d chloride channel protein   1.56 1.61 
TC96145  Serine‐Threonine protein kinase  0.54 0.61 
TC98555  Tyrosine protein kinase  0.57 0.61 
TC97217  Tyrosine protein kinase  0.55 0.61 
TC102177  Mitogen activated protein kinase  0.55 0.47 
TC109566  Calcium binding protein  0.63 0.67 
TC100999  Calcium binding protein  0.56 0.64 
TC94832  calmodulin binding domain protein  0.65 0.60 
Transcription 
BQ150373  Human ribosomal DNA complete repeating unit  1.83 1.56 
TC101288  polymerase associated protein  1.62 1.53 
TC101882  Acidic phosphoprotein precursor  1.52 1.57 
TC102872  Ring finger protein  1.61 1.54 
TC103619  GT‐2 factor  1.53 1.54 
TC104355  RNA helicase  1.56 1.54 
TC104643  ARID/BRIGHT DNA‐binding domain‐containing protein 1.57 1.66 
TC104742  Zing finger family protein  1.59 1.55 
TC105613  General negative transcription regulator‐like  1.56 1.74 
TC106932  NAC‐domain protein  1.80 1.69 
TC108044  DNA‐binding protein  1.55 1.82 
TC109248  topoisomerase‐related function protein  1.60 1.61 
TC109569  Ribonucleotide reductase large subunit A  1.61 1.77 
TC109780  mRNA guanylyltransferase  1.73 1.72 
TC111104  RING3 protein  3.38 1.77 
TC112246  Replication origin activator  1.64 1.56 
TC95976  small nucleolar ribonucleoprotein protein  1.51 1.57 
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TC97120  RING finger family protein  1.66 1.88 
TC97180  Zinc finger family protein  1.63 1.99 
TC97419  Transcription factor  1.59 1.67 
TC97729  Transcription factor  1.97 1.93 
TC98254  MADS5 protein  1.77 1.78 
BF634279  Zing finger‐C2H2 U1C type  0.55 0.55 
TC106907  GH3 auxin responsive promoter  0.07 0.04 
TC94866  Transcription initial factor II E beta group  0.65 0.65 
TC104500  Transcription initial factor MADS‐box  0.44 0.52 
TC102876  ribonuclease III  0.65 0.61 
TC104624  Poly ADP‐ribose polymerase  0.65 0.61 
TC102505  plant homeobox‐leucine zipper proteins  0.57 0.56 
métabolisme générale 
TC104137  GTPases  2.20 2.29 
TC104173  Cytochrome b apoenzyme  1.68 1.53 
TC104285  Adenylyl‐sulfate kinase  1.91 2.05 
TC106706  NADP‐dependent malic enzyme   1.73 1.71 
TC107050  vacuolar ATP synthase subunit H  1.70 1.58 
TC107091  LOB domain protein 41  1.59 1.67 
TC107910  Phosphoenolpyruvate carboxylase  1.51 1.52 
TC108301  Cystathionine‐beta‐synthase  1.60 1.85 
TC108305  Peroxisomal targeting signal 1 receptor  1.57 1.60 
TC109052  Embryo defective  1.57 1.51 
TC109537  carboxyphosphonoenolpyruvate mutase  1.57 1.61 
TC96100  aminoacylase  1.59 1.61 
TC96109  Gamma‐tubulin complex component 4  1.80 1.72 
TC97034  Glycosyl hydrolase family protein 17  43.12 41.27 
TC97126  transferring glycosyl groups  1.70 1.65 
TC98348  Copper/topa quinone amine oxidase  1.93 1.94 
TC99270  Pentatricopeptide repeat‐containing protein  1.59 1.51 
TC95277  Photosystem I  0.65 0.64 
TC106634  hydroxymethylglutarylCoA reductase  0.61 0.61 
métabolisme secondaire 
TC101355  Anthranilate N‐benzoyltransferase‐like protein  1.51 1.52 
TC107981  Nudix hydrolase family  1.61 1.56 
TC109218  LYTB‐like protein 1  1.81 2.37 
TC99521  Tropinone reductase‐I  1.53 1.77 
TC51132  Chalcone synthase  0.51 0.52 
défenses 
BF640256  Lipoxygenase  1.51 1.50 
TC100304  Vicilin precursor  1.67 1.51 
TC100849  Ripening‐related protein‐like  1.80 1.51 
TC102993  Spore coat protein‐like protein  1.54 1.73 
TC103576  Disease resistance response protein  1.70 1.51 
TC103715  Disease resistance protein I2  1.85 1.70 
TC104515  Cysteine‐rich antifungal protein   2.31 1.85 
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TC105129  SNF7 family protein  1.72 1.80 
TC106371  Serine‐type endopeptidase inhibitor  1.83 1.73 
TC106647  Pyrroline‐5‐carboxylate reductase   1.63 1.81 
TC107737  Probable wound‐induced protein  1.54 1.57 
TC108705  ABC transporter  1.56 1.71 
TC110428  non‐phototropic hypocotyl‐like protein   1.62 1.58 
TC111698  Phytochelatin synthetase‐like protein, partial (44%)  1.55 1.75 
TC94445  14‐kDa proline‐rich protein  37.31 6.41 
TC95553  Hydroxyproline‐rich glycoprotein‐like  2.08 2.01 
TC95580  Heat shock protein  1.67 2.16 
TC96537  Thioredoxin reductase 2   1.75 1.74 
Bacterial‐induced peroxidase precursor  1.63 1.67 
TC103482  ABC transporter  0.65 0.65 
TC105001  ABC transporter AAA ATPase  0.58 0.64 
TC106314  PR10 (Bet vI allergen)  0.52 0.37 
TC101912  monodehydroascorbate reductase  0.63 0.60 
TC99729  Peroxidase  0.20 0.40 
TC96987  ATPase transporter  0.48 0.55 
TC107569  Blue copper domain protein  0.60 0.54 
TC106097  disease resistance protein  0.59 0.60 
métabolisme protéique 
TC101969  Ubiquitin‐specific protease 4   1.62 1.69 
TC104244  preprotein translocase SecY subunit  1.94 1.81 
TC105033  SGT1 protein  1.56 1.67 
TC108626  Coatomer alpha subunit‐like protein  1.74 1.74 
TC111635  prolyl endopeptidase  1.65 1.81 
TC94037  RING zinc finger protein‐like  1.83 1.61 
TC94622  Ribosomal protein‐like  1.91 1.79 
TC94951  aspartyl protease  1.56 1.68 
TC94977  50S ribosomal protein L15  1.54 1.64 
TC96556  Poly(A)‐binding protein  1.62 1.78 
TC96593  Fructosamine‐3‐kinase  1.61 1.72 
TC97974  Mannosyltransferase  1.60 1.79 
TC108735  Ubiquitin activating enzyme E1  0.65 0.65 
TC80160  Ubiquitin activating enzyme E2  0.66 0.57 
CA990540  cyclin like F‐box  0.33 0.36 
TC100350  cyclin like F‐box  0.64 0.60 
TC96616  ATP dependant RNA helicase  0.46 0.57 
fonction inconnue 
BE202562  Unknown protein  1.65 1.78 
BG587126  Unknown protein  1.60 1.71 
TC102081  Unknown protein  1.59 1.63 
TC102093  Unknown protein  1.54 1.87 
TC102123  Unknown protein  1.53 1.58 
TC102847  Unknown protein  1.77 1.84 
TC103022  Unknown protein  1.86 1.89 
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TC103048  Unknown protein  1.61 1.51 
TC103695  Unknown protein  1.64 1.55 
TC104276  Unknown protein  1.52 1.55 
TC105097  Unknown protein  2.73 1.56 
TC105329  Unknown protein  1.64 1.71 
TC105350  Unknown protein  1.62 1.63 
TC106274  Unknown protein  1.80 1.79 
TC108231  Unknown protein  1.59 1.51 
TC109845  Unknown protein  1.98 1.54 
TC110150  Unknown protein  1.52 1.80 
TC111850  Unknown protein  1.84 4.00 
TC112321  Unknown protein  1.54 1.80 
TC112475  Unknown protein  1.56 2.04 
TC95940  Unknown protein  1.57 1.74 
TC97135  Unknown protein  1.68 1.56 
TC97531  Unknown protein  1.59 1.64 
TC98166  Unknown protein  1.68 1.90 
TC98438  Unknown protein  3.68 2.46 
TC99163  Unknown protein  2.26 1.56 
TC99659  Unknown protein  1.75 1.78 
TC112207  Unknow protein  0.63 0.66 
TC111973  Unknow protein  0.46 0.52 
TC50105  Unknow protein  0.66 0.60 
TC102440  Unknow protein  0.61 0.58 
TC105146  Unknow protein  0.66 0.60 
TC96639  Unknow protein  0.62 0.57 
TC97725  Unknow protein  0.67 0.63 





























production  devra  être  doublée  vers  2050  pour  subvenir  aux  besoins  alimentaires  qui  ne  cessent 
d’augmenter  avec  l’accroissement  de  la  population  mondiale.  La  société  demande  aussi  à 
l’agriculture de produire des matières premières pour  remplacer  les énergies  fossiles. Pour  relever 
ces  défis,  l’agriculture  devra  encore  améliorer  sa  productivité.  Dans  le  passé,  la  productivité  de 
l’agriculture  des  pays  industrialisés  a  très  fortement  augmenté  en  ayant  recours  à  des moyens 
mécaniques  et  chimiques  croissants.  Aujourd’hui,  l’utilisation  des  produits  phytosanitaires  est  au 





collectif « Sauvons  les  fruits et  légumes »,  la  réduction de  l’emploi des produits phytosanitaires ne 
peut se faire qu’en proposant des méthodes alternatives qui soient complémentaires. Le retrait du 
marché  des  30  substances  jugées  comme  les  plus  préoccupantes  conduit  déjà  à  des  impasses 
techniques  lourdes  de  conséquence  sur  la  production.  L’une  des  méthodes  alternatives  très 
prometteuse est  l’utilisation des stimulateurs des défenses naturelles  (SDN) mais  la plupart de ces 
produits  naturels  sont  exclus  de  la  liste  des  phytosanitaires  autorisés  du  fait  des  procédures 
d’homologation  rendues  obligatoires  et  totalement  inadaptées.  Uniquement  deux  préparations 
commerciales  issues  des  algues marines  sont  autorisées  en  France.  La  composition  des  produits 
obtenus est souvent variable, et ainsi  l’évaluation de  l’efficacité de ces substances est difficile. Ces 
remarques sont autant d’arguments utilisés par  les firmes pharmaceutiques pour faire pression sur 
les pouvoirs politiques et  limiter  le développement de ces produits bien que  la demande sociétale 
soit très présente. Contrairement aux produits phytosanitaires, la substance active présente dans ces 
produits a très rarement été  identifiée et son mode d’action est encore moins bien connu. Afin de 
travailler  sur  ces  problématiques,  les  entreprises  qui  ont  choisi  d’investir  dans  ces  produits 
développent d’importants programmes de recherche et travaillent en étroite collaboration avec des 
équipes  de  recherche  publiques  qui  recherchent  plus  particulièrement  des  molécules  capables 
d’induire  les  défenses  des  plantes  chez  les  microorganismes  et  non  à  partir  de  bio‐ressources 








Alors  que  la  découverte  des  réponses  de  défense  des  plantes  est  à  l’origine  du  concept  des 
« stimulateurs  des  défenses »,  le  décryptage  de  ces  mécanismes  complexes  est  essentiel  pour 
comprendre  leur mode d’action.  L’équipe du professeur Esquerré‐Tugayé a été  contactée par des 
entreprises  dès  les  années  90  pour  ses  compétences  dans  ce  domaine.  Une  filiale  bretonne  du 
groupe  Roulier  spécialisée  dans  la  valorisation  des  algues,  Biotechmarine,  la  contactée  pour 
collaborer et  rechercher ce  type de molécule dans différents extraits d’algue. Ce  travail a abouti à 
l’identification de 2 extraits capable de stimuler les défenses. La molécule responsable de l’activité de 
l’extrait  d’algue  brune  a  été  identifiée  comme  étant  un  sucre  complexe  nommé  carraghénanes 
(Mercier, et al. 2001). Dans le cas de l’extrait d’algue verte de la famille Ulva spp., seule son activité a 
été caractérisée  (Cluzet, et al. 2004). Afin de poursuivre ce  travail,  le directeur d’équipe souhaitait 
déposer un projet de thèse pour obtenir une bourse CIFRE (Conventions  Industrielles de Formation 




auxquelles  je suis très sensible. J’ai accepté cette proposition et  j’ai participé à  l’écriture du projet. 
Les  axes  de  recherche  ont  été  définis  avec  le  directeur  de  l’entreprise  suite  à  l’identification  des 
facteurs clés pour la commercialisation de son produit. Nous souhaitions identifier le principe actif de 
l’extrait afin que  l’entreprise puisse par  la  suite améliorer et  standardiser  la production. Un autre 
objectif  était  de  décrypter  le  mode  d’action  de  cet  extrait  en  utilisant  des  techniques  de 




























200  000€.  J’étais  aussi  encadrée  par  deux  personnes  très  compétentes,  une  technicienne  pour 
réaliser les expériences et un ingénieur statisticien qui m’a donnée les premières notions nécessaires 
à  l’analyse  des  résultats.  J’ai  ensuite  suivi  une  formation  de  4  jours  au  cours  de  laquelle  j’ai  fait 
connaissance  avec  des  personnes  du  domaine  avec  lesquelles  je  suis  toujours  en  contact. 
Aujourd’hui,  j’ai  transmis ce savoir  faire à d’autres membres de  l’équipe. Peu de partenariats avec 
d’autres équipes ont été mis en place comme le souhaitait l’entreprise pour raison de confidentialité. 





Ce projet,  codirigé  par  l’équipe de  recherche  et  l’entreprise,  était  encadré  par  4 personnes  (2 
membres au sein de chaque entité). Elles constituaient le comité de pilotage et veillaient sur moi qui 
était en quelque sorte  le chef de projet. Nous nous réunissions tous  les semestres afin de discuter 




autres  personnes  participaient,  deux  autres membres  de  l’équipe  de  recherche  et  un  chercheur 
extérieur du même domaine d’activité. Pour développer certaines parties du projet, j’ai demandé le 
recrutement de stagiaires.  J’étais en charge de  leur encadrement  tant au niveau expérimental que 
lors  de  la  rédaction  de  leur  rapport  et  la  préparation  de  leur  soutenance.  J’ai  également  pris  la 
responsabilité  de  gérer  les  relations  avec  nos  partenaires  scientifiques  de  proximité  et  les  sous‐













charges            480 36  2080  1  74880 
Encadrant 1 (Chargé de recherche)  salaire  brut  
3000
charges           900  36  3900  0.1  14040 
Encadrant 2 (Professeur)  salaire  brut  
6000






















Sous  traitance  (analyse  3000  900  12  3900  0.01  468 
Consommables  24700 
Fournitures microarrays        2  5000  1  10000 
Fournitures biologie moléculaire        3  30000  0.1  9000 
Fournitures analyses chimiques        3  1500  1  4500 
Fournitures de bureau        3  5000  0.08  1200 
Infrastructures  1050 
Entretien, gardiennage, secrétariat        3  10000  0.005  150 
Loyers des locaux  loyer brut  charges  3  10000  0.01  300 
Electricité, eau,…        3  20000  0.01  600 
Matériel (ammortissement)  25320 
Matériel  d'expérimentation  (hôtes, 
chambres de culture, luminomètre,
taux  d'amortissement  
0.1
   3  1000000  0.08  24000 
Ordinateur de bureau  taux  d'amortissement  
0.2
   3  2000  1  1200 
Logiciel de bureau  taux  d'amortissement  
0.2


















1  1100  1  1100 
Formations   6940 
Formations spécialisés  200€/j, 4j     6  800  1  4800 
Formations de l'école doctorale  2j     4  500  1  2000 
Formations internes  1j     7  200  0.1  140 
Documentation & Communication  2250 
Affranchissement, internet, tél        3  3000  0.05  450 
Communication, impressions  direct  sous‐traitance   3  1000  0.5  1500 
Documentation & Communication        3  10000  0.01  300 








Le  coût  de  ce  projet  avait  été  estimé  lors  de  sa  préparation  à  30000€/an,  salaires  et  charges 
exclus. Après sa réalisation, le montant total de ces dépenses s’élève à 64410€, soit 21470€/an (voir 
TableauNCT1/2).  Une  partie  des  ressources  perçues  n’a  pas  été  directement  utilisée  pour  la 
réalisation de ce projet mais permet de soutenir d’autres travaux de l’équipe plus fondamentaux. Le 




support  financier de ce projet,  j’ai  recherché des aides pour participer à des congrès nationaux et 
internationaux. J’ai ainsi obtenu des aides de la part de l’EPSO (European Plant Science Organisation), 
de  l’ASEDI‐SO  (groupement  national  interprofessionnel  des  semences  et  plants)  et  de  l’école 





Issue  d’une  école  d’ingénieur,  j’avais  acquis  des  connaissances  très  pluridisciplinaires.  C’est 





















CNRS  Salaire  3  3600  10800 
Université Paul Sabatier  Salaires  3  6240  18720 
formation  3j     680 
ANRT  Salaire  3  9900  29700 
fonctionnement  3  15000  45000 
Organismes privés  86040 
Biotechmarine  Salaires  3  13680  41040 
fonctionnement  3  15000  45000 
Associations  850 
EPSO  congrès        500 





notamment  les  mécanismes  de  transduction  des  signaux  (production  espèce  réactive  oxygène, 
signalisation calcique et hormonales) et les réponses de défenses (activation des gènes PR, synthèse 
de  phytoalexines).  Pour  étudier  tous  ces mécanismes,  j’ai  appris  de  nombreuses  techniques  de 
biologie moléculaire. Outre les outils de routine (extraction ADN et ARN, PCR, RTqPCR …), je me suis 
formée  à  l’analyse  du  transcriptome  via  l’utilisation  de  puce  à  ADN  de  type  microarray.  J’ai 
développé  un  script  d’analyse  statistique  des  résultats  sous  le  logiciel  R,  ainsi  que  des  outils  de 
visualisation des données sous Mapman. Au sein de l’équipe, j’ai aussi participé à la mise en place de 















Tout  d’abord,  je  voudrais mettre  l’accent  sur  un  savoir‐faire  qui m’a  semblé  indispensable,  la 
méthodologie  de  travail.  Je  reprenais  toujours  les  résultats  qui  m’avaient  amenée  à  poser 
l’hypothèse  que  je  testais  avec  l’expérience  que  je  m’apprêtais  à  réaliser.  J’effectuais  ensuite 



















transmission  de  mon  savoir  m’a  permis  de  faire  le  point  sur  mes  compétences  scientifiques, 







les  vulgariser pour  les  rendre  compréhensibles par  les  industriels. Par exemple,  j’ai présenté mon 
projet à un congrès à la marge de mon domaine organisé par des écologues. Ce travail oral, complété 
par la réalisation de posters et publications scientifiques pour valoriser mes résultats, m’a permis de 
progresser dans  la rédaction, d’améliorer mes qualités de synthèse. Pour  l’instant,  j’ai réalisé deux 












C’est  aux  doctoriales  que  je  me  suis  rendue  compte  de  l’expérience  et  de  l’ensemble  des 
compétences que j’avais acquises au cours de ma thèse. J’ai été agréablement surprise de me sentir 
à  l’aise  au  sein du  groupe de  travail,    ce qui n’avait  jamais été  le  cas pendant ma  scolarisation  à 
l’école d’ingénieur. A  cette occasion,  j’ai  conduit  les  réunions  lors de  l’exercice de  création d’une 












rapidement  intégrée au sein du groupe où  il  régnait une ambiance chaleureuse et professionnelle. 
J’ai moi aussi organisé des activités extra‐professionnelles pour favoriser  l’intégration des stagiaires 
et  de  contractuels  arrivant  régulièrement  et  les  rapprocher  des  chercheurs.  Au  laboratoire, mes 
collègues ont beaucoup apprécié ma participation à la vie du groupe et les responsabilités que j’y ai 
prise. Au sein de mon équipe, j’ai géré le ménage qui permettait à tous de travailler dans de bonnes 
conditions.  Après  avoir  défini  les  tâches  à  effectuer,  je  préparais  le  planning,  je m’assurais  de  la 
bonne  réalisation  de  celles‐ci  par  chacun  et  si  ce  n’était  pas  le  cas  j’intervenais.  J’ai  également 




proposé des méthodes  innovantes pour développer des bio‐essais.  Les  idées qui ont été  retenues 
sont en cours de mise au point par des stagiaires grâce à de nouvelles collaborations de l’équipe avec 







Mes  résultats  scientifiques  sont  en  cours  de  publication,  trois  papiers  devraient  être  écrits  à 
l’issue de ce  travail. Cependant, ces  résultats ont déjà été partiellement diffusés à  la communauté 
scientifique au cours de congrès nationaux et  internationaux. Plus particulièrement,  les données de 
transcriptomiques  sont  aujourd’hui  exploitées  par  l’ensemble  des  membres  de  mon  équipe  de 











l’extrait  brut  et  l’identification  de  son  principe  actif  permettra  à  l’entreprise  de  développer  un 




par  l’entreprise, mais aussi des outils et des  connaissances  fondamentales  très  intéressantes pour 







me  tenait  vraiment  à  cœur  et  employait  des  technologies  de  biologie moléculaire  de  pointe  très 
utilisées  dans  d’autres  secteurs.  Aujourd’hui  je  suis  très  satisfaite  du  travail  réalisé  et  des 
compétences  que  j’ai  acquises  au  laboratoire  et  lors  des  formations  spécialisées  de  qualité  dont 
l’accès m’était  facile  par mon  statut  de  doctorante.  L’équipe  dans  laquelle  je  travaillais  est  une 
équipe très ouverte sur  le monde qui  l’entoure. Elle participe activement aux réflexions sur  l’avenir 
des productions végétales avec les entreprises et le secteur agricole. Elle a formé plusieurs docteurs 





Petit à petit,  je me suis construite un projet professionnel pour  les prochaines années et  j’ai  le 
sentiment qu’il est bien mature en cette fin de doctorat. J’ai bâti dès l’école d’ingénieur mon projet 
sur  mes  motivations  professionnelles  personnelles.  Ainsi,  je  travaillerai  sur  les  nouvelles 
problématiques rencontrées dans le monde agricole et liées à la demande sociétale comme je l’ai fait 
durant mon doctorat. Plus précisément,  je suis en train de  faire des  investigations pour trouver un 
emploi  dans mon  domaine  de  spécialité  qui  concerne  le  développement  de molécules  naturelles 
pour remplacer les produits phytosanitaires utilisés en productions végétales. Après avoir défini mon 
objet de travail, que  je considère comme  l’élément fondateur de mon projet,  j’ai réfléchi à  la place 







entreprise  au  sein  de  laquelle  je  pourrais  avoir  des  activités  variées  et  prendre  rapidement  des 




Ce plan  s’inscrit dans un projet professionnel à moyen et  long  terme moins bien défini. Vers  le 
milieu  de ma  thèse  est  né  en moi  l’envie  de  créer ma  propre  entreprise.  J‘ai  déjà  rencontré  des 
professionnels du secteur de la création d’entreprise innovante comme les responsables de l’AVAMIP 
(Agence  de  VAlorisation  de  la  recherche  en MIdi‐Pyrénées)  et  de  l’incubateur Midi‐Pyrénées.  Je 
souhaite  tout de même  avoir une  expérience professionnelle  supplémentaire  à mon  arc pour me 







(corps  enseignant,  laboratoire)  et  personnel  (amis,  famille).  J’ai  aussi  fait  appel  à  des  personnes 
spécialisées  et  expérimentées.  Dès ma  première  année  de  thèse,  je  suis  allée  à  la  rencontre  du 
monde  de  l’entreprise.  J’ai  contacté  des  directeurs  de  département  R&D  afin  de  vérifier  s’ils 
connaissaient les docteurs et de connaitre l’image qu’ils en avaient pour mieux préparer mon entrée 
dans ce monde. Je voulais me faire ma propre opinion sur l’intérêt de faire un post‐doctorat. Toutes 
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The  ability  of  plants  to  defend  themselves  against  pathogens  depends  on  the  perception  of 
signalling molecules, called elicitors, released during  infection. Since elicitors  induce plant defence, 
they might be considered as alternative tools for disease control in agronomic crops. Industrial use of 




of  the  fractions  revealed  that biological activity was present only  in  the  fraction of high molecular 
weight. Physical and chemical analyses of this  fraction showed that  it contained most exclusively a 
high  molecular  weight  sulfated  polysaccharide  named  ulvan,  whose  main  constituent  is  a 
disaccharide unit, β‐D‐glucuronosyluronic acid (1→ 4) L‐rhamnose 3 sulfate. Response to ulvan were 
compared to those induced upon methyl jasmonate (MeJA) and acibenzolar‐S‐methyl (a salicylic acid 
analog)  treatments  on  the  legume  M.  truncatula  using  microarrays.  Interestingly,  ulvan  gene 
expression signature showed significant similarity to MeJA and typical responses controlled by the JA 
pathway,  such  as  induction  of  protease  inhibitor  activity.  Expression  of  JA  responsive  genes,  like 
PDF1.2, was also induced in Arabidopsis thaliana after ulvan treatment in a JAR1‐dependent manner. 
Ulvan provoked an inhibition of in‐vitro growth of A. thaliana plants, which was partially impaired in 
the  mutant  PEPR2.  The  efficient  protection  induced  by  the  crude  extract  was  tested  against 
pathogens on various crops  in field or greenhouse conditions. So,  it protect well against oomycetes 
and fungus that respectively cause downy mildews and powdery mildews. 













                         
Résumé : 
La capacité des plantes à se défendre contre  les agents pathogènes dépend de  la perception de 
molécules  appelée  éliciteurs. Comme  les  éliciteurs  induisent  les défenses des plantes,  ils peuvent 
être utilisés pour développer une méthode alternative pour contrôler les maladies des plantes. Leur 
utilisation agronomique nécessite  l’identification d’une  source abondante de  telles molécules et  la 








l’acide  salicylique.  La  signature  transcriptomique  obtenue  en  réponse  aux  ulvanes  présente  de 
nombreuses similitudes à celle obtenue en réponse au MeJA et induisent des réponses connues pour 
être  régulées par  la voie de  signalisation du  JA  telle que  l’activation des  inhibiteurs de protéases. 
L’expression de gènes dépendants de  la  voie du  JA est aussi  induite  chez Arabidopsis  thaliana en 
réponse aux ulvanes de manière dépendante de JAR1. Enfin, les ulvanes entraînent une inhibition de 
la croissance  in‐vitro d’A. thaliana, qui est partiellement affectée chez  le mutant PEPR2. L’efficacité 
protectrice  de  l’extrait  brut  a  été  testée  contre  divers  agents  pathogènes  sur  plusieurs  types  de 
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